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 1 EINLEITUNG 
1.1 ATHEROSKLEROSE ALS ENTZÜNDUNGSPROZESS 
Atherosklerose ist eine progressive Erkrankung der arteriellen Blutgefäße und kann 
nach einigen Jahren zu Thrombose, Herzinfarkt oder Schlaganfall führen. In den 
Industrieländern ist die Atherosklerose die häufigste Todesursache überhaupt und wird 
von einer Reihe genetischer und umweltbedingter Faktoren beeinflusst [1,2]. Nach den 
Erkenntnissen der letzten 10 Jahre spielen allerdings auch vor allem chronische 
Entzündungsprozesse in der Gefäßwand eine zentrale Rolle [2-4]. Ein gesundes Gefäß 
setzt sich aus drei Schichten zusammen: der Intima, der Media und der Adventitia 
(Abbildung 1.1). Die Endothelzellschicht grenzt an das Blut an und befindet sich auf der 
Intima, welche aus lockerem Bindegewebe mit einigen glatten Muskelzellen besteht. 
Die mittlere Schicht, die Media, besteht aus glatten Muskelzellen und als drittes folgt 
die Adventitia, eine Bindegewebsschicht. 
 
Abbildung 1.1:  Die Wand einer gesunden Arterie besteht aus drei Schichten, der Intima, der Media und 
der Adventitia [2]. 
Die Atherosklerose beginnt mit der aberranten Infiltration von low-density-lipoprotein 
(LDL)-Partikeln in die subendotheliale Matrix (Abbildung 1.2). In der Gefäßwand 
werden die Fettsäuren der Lipide modifiziert, unter anderem oxidiert. Durch das nun 
modifizierte LDL werden die Endothelzellen über bioaktive Phospholipide zur 
Expression von Adhäsionsmolekülen, wie z.B. VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule-1) und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) sowie zur Ausschüttung 
von Chemokinen angeregt [5]. Die Chemokine führen zur Rekrutierung von Monozyten 
aus dem zirkulierenden Blut in die Intima (detaillierter in Abschnitt 1.5) [2,6]. In der 
Intima erfolgt die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen, die das modifizierte 
LDL endozytieren. Dadurch bilden sich so genannte Schaumzellen, die mit 
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Lipidtröpfchen angefüllt und charakteristisch für frühe atherosklerotische Läsionen 
sind.  
 
Abbildung 1.2:  LDL-Infiltration in die Intima. Als Folge einer endothelialen Fehlfunktion gelangen 
Lipoprotein-Partikel in die Intima, wo sie modifiziert werden. Diese modifizierten LDL-Partikel 
aktivieren Endothelzellen, Adhäsionsmoleküle auf der Oberfläche zu exprimieren. Makrophagen 
endozytieren die zumeist oxidierten LDL-Partikel und akkumulieren diese als Lipidtropfen im 
Zytoplasma der Zellen [7]. 
Die Schaumzellen sezernieren Wachstumsfaktoren, Zytokine und Sauerstoffradikale, 
die zu einer fortschreitenden Entzündung beitragen sowie Matrixmetalloproteasen. 
Diese sind in der Lage, extrazelluläre Matrix abzubauen und dadurch später zu einer 
Destabilisierung der Plaques beitragen. Diese Prozesse sind in Abbildung 1.3 
zusammengefasst.  
 
Abbildung 1.3:  Einwanderung von Leukozyten in die subendotheliale Intima. Chemokine induzieren 
eine Integrin-Aktivierung der Leukozyten, wodurch die Bindung an die Adhäsionsmolekülen der 
Endothelzellen ermöglicht wird. Die Transmigration erfolgt dann entlang eines Chemokingradienten in 
das betroffene Gewebe, wo die Differenzierung zu Makrophagen stattfindet [7]. 
1  EINLEITUNG 3 
Mit zunehmender Proliferation von glatten Muskelzellen, extrazellulärer Matrix und der 
Akkumulation von Lipiden formt sich ein Plaque mit einem nekrotischen Kern und 
einer fibrösen Kappe. Die Krankheit befindet sich nun in einem fortgeschrittenen 
Stadium mit klinischen Manifestationen. Zunehmendes Fortschreiten der 
Atherosklerose führt zur Destabilisierung des Plaques und kann schließlich zu dessen 
Ruptur führen. Dadurch bildet sich ein Thrombus, der letztendlich zum Herzinfarkt oder 
Schlaganfall führen kann (Abbildung 1.4).  
 
Abbildung 1.4:  Entwicklung atherosklerotischer Plaques. Zunächst infiltrieren Monozyten aus dem Blut 
in die Intima, differenzieren zu Makrophagen und bilden so genannte Schaumzellen. Es kommt zur 
Einlagerung von Lipiden. Durch weiteres Fortschreiten der Krankheit bildet sich ein Plaque mit 
nekrotischem Kern und fibröser Kappe. Das Lumen des Gefäßes wird verengt und es kommt zu ersten 
klinischen Manifestationen. In späten Stadien kommt es zur Destabilisierung des Plaques und 
anschließender Ruptur [8]. 
An der Atherogenese sind eine Reihe an Zytokinen, Chemokinen und 
Wachstumsfaktoren beteiligt. Durch den Wachstumsfaktor M-CSF (macrophage 
colonystimulating factor) erfolgt die Transdifferenzierung von Makrophagen zu 
Schaumzellen und die Aktvierung der endothelialen Adhäsionsmoleküle wird über 
Zytokine wie TNF-α (tumor necrosis factor-α) und IL-1β (Interleukin 1β) gesteuert. 
Diese führen auch zur Expression von Scavenger-Rezeptoren, welche zur Aufnahme 
des oxLDL benötigt werden. Die aktivierten Makrophagen in den Läsionen schütten 
ihrerseits proinflammatorische Mediatoren, wie NO, ROS (reactive oxygen species), 
Zytokine und Proteasen aus, wodurch der Entzündungsprozess weiter fortschreitet. Die 
Chemokine wie u.a. CXCL8 (IL-8) und CCL2 (MCP-1, monocyte chemoattractant 
protein 1) spielen eine entscheidende Rolle an der Entwicklung atherosklerotischer 
Läsionen, da sie an der Monozytenrekrutierung beteiligt sind [2-4]. Im Folgenden wird 
daher die Gruppe der Chemokine näher betrachtet. 
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1.2 CHEMOKINE 
Chemokine sind 8-10 kDa große, proinflammatorische Proteine und bilden eine 
Untergruppe der Zytokine (chemotaktische Zytokine). Bisher wurden ca. 50 
Chemokine identifiziert. Sie nehmen als immunregulatorische und inflammatorische 
Moleküle während einer Immunantwort eine zentrale Rolle ein und führen über einen 
Konzentrationsgradienten zur gerichteten Migration von Zellen (Chemotaxis). 
Insbesondere spielen sie bei der Transmigration von Leukozyten aus dem Blut zum 
Entzündungsherd eine entscheidende Rolle (Abschnitt 1.5). Neben ihrer proinflamma-
torischen Funktion erfüllen Chemokine weitere Aufgaben bei Proliferation und 
Mobilisierung hämatopoetischer Zellen sowie bei der Angiogenese ([2,3,9]). Des 
Weiteren wurde gezeigt, dass sie auch am homing von dendritischen Zellen und T-
Zellen in das lymphoide und nicht-lymphoide Gewebe beteiligt sind [10].  
Chemokine werden in fünf Klassen eingeteilt. Die Klassifizierung von vier dieser 
Klassen basiert auf einem N-terminalen konservierten Cysteinmotiv. Es wird zwischen 
C-, CC-, CXC- und CX3C-Chemokine unterschieden (Abbildung 1.5) [11]. Das X steht 
hier für beliebige Aminosäuren, die zwischen den Cysteinen liegen. Die beiden größten 
Gruppen bilden die CC- und CXC-Chemokine. Von den C- und CX3C-Chemokinen 
sind nur wenige Vertreter bekannt. 
 
Abbildung 1.5:  Schematische Darstellung der vier Chemokingruppen. Die Nomenklatur basiert auf dem 
hier hervorgehobenen N-terminalen Cysteinmotiv. Das X steht für beliebige Aminosäuren [12]. 
Alle Chemokine weisen eine konservierte Tertiärstruktur auf. Der Amino-Terminus mit 
den Cysteinen ist ungeordnet, der Hauptkörper wird durch ein dreisträngiges 
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antiparalleles β-Faltblatt gebildet und der C-Terminus endet mit einer α- Helix. Die 
einzelnen Sekundärstrukturen sind über kleine 30s, 40s und 50s-loops, Regionen ohne 
ausgeprägte Sekundärstruktur miteinander verbunden [13]. In Abbildung 1.6 ist die 
allgemeine Struktur der Chemokine abgebildet.  
 
Abbildung 1.6:  Schematische Darstellung der allgemeinen Chemokinstruktur in der monomeren 
Darstellung. Nach dem N-Terminus folgt der N-loop. Das Grundgerüst besteht aus einem dreisträngigen 
antiparallelen β-Faltblatt und endet mit einer α-Helix [14]. 
Chemokine neigen auch in physiologisch relevanten Konzentrationen zur Oligomeri-
sierung, es sind aber auch monomere Formen bekannt [15,16]. 
1.2.1 CXC-CHEMOKINE 
Die CXC-Chemokine werden weiter unterteilt nach solchen, die vor dem ersten Cystein 
ein N-terminales ELR-Motiv aufweisen (ELR+) und solchen, die kein ELR-Motiv 
tragen (ELR-) [11]. Das ELR-Motiv besteht aus Glutamat, Leucin und Arginin. ELR+-
Chemokine werden als potente Promotoren der Angiogenese gesehen, während den 
ELR-Chemokinen eher eine antiangiogenetische Wirkung zugeschrieben wird [13]. 
Bekannte Vertreter der Chemokine mit ELR-Motiv sind Interleukin-8 (CXCL8, IL-8) 
und Gro-α (growth-regulated oncogene-α, CXCL1). Die ELR+CXC-Chemokine binden 
ausschließlich an CXCR1 und CXCR2 und eine ihrer Hauptfunktion ist das Dirigieren 
von Neutrophilen zu einem Entzündungsherd. Ihre Produktion wird in der frühen Phase 
einer Entzündung durch Mediatoren wie IL-1 (Interleukin-1), TNF-α oder LPS 
(Lipopolysaccharid) ausgelöst [17].  
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1.2.2 CLF-CHEMOKINE 
Eine weitere Klasse von Chemokinen setzt sich aus Zytokinen zusammen, die zwar 
strukturelle und funktionelle Eigenschaften der Chemokine aufweisen, denen aber das 
N-terminale Cysteinmotiv fehlt. Sie werden als chemokine-like-function (CLF)-
Chemokine bezeichnet, da sie nicht in die bestehenden Gruppen eingeordnet werden 
können. Vertreter dieser Gruppe sind unter anderem die β-Defensine, die ebenfalls an 
Chemokinrezeptoren, u.a. CCR6 binden [18]. HMGB1 (high mobility group binding 
protein-1) ist ein nukleäres Protein, für welches ebenfalls chemokinartige Aktivitäten entdeckt 
wurden [19]. Auch MIF (macrophage migration inhibitory factor) lässt sich in diese 
Gruppe einordnen und es wurde kürzlich gezeigt, dass es an die Chemokinrezeptoren 
CXCR2 und CXCR4 bindet [20]. 
1.3 CHEMOKINREZEPTOREN 
Chemokinrezeptoren sind 7-Transmembran-Helix-Rezeptoren mit 339-373 Amino-
säuren und werden funktionell der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
(GPCRs) zugeordnet [9,11]. Sie werden nach ihren Liganden benannt und es gibt 
demnach die CR, CCR, CXCR und CX3CR (C-, CC-, CXC-, CXC-Chemokinrezeptor). 
CLF-Chemokine benutzen, wie erwähnt CC- oder CXC-Chemokinrezeptoren. Die 
Signaltransduktion der Rezeptoren wird über heterotrimere G-Proteine gesteuert. Diese 
bestehen aus den Untereinheiten α, β und γ, wobei die α-Einheit Guanosindiphosphat 
(GDP) oder Guanosintriphosphat (GTP) binden kann. Von den einzelnen 
Untereinheiten existieren mehrere Isoformen, unter anderem Gi, Gq und Gs. Nahezu alle 
bisher bekannten Chemokinrezeptoren binden und aktivieren heterotrimere Gαi-Proteine 
[21]. Bei Aktivierung des Rezeptors wird das an die α-Einheit gebundene GDP durch 
GTP ersetzt, was eine Dissoziation von Gα- von den β- und γ-Einheiten zur Folge hat. 
Die Gαs-Proteine führen zu einer Aktivierung der Adenylylzyklase, während Gαi- 
Proteine das Enzym hemmen. Die nach der Aktivierung eines Chemokinrezeptors 
freigesetzten Einheiten regulieren unterschiedliche Signaltransduktionsprozesse, unter 
anderem wird der mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg und auch der 
Phospholipase Cβ/Inositol-1,4,5-triphosphat/Calcium (PLCβ/IP3/Ca
2+
)-Signalweg akti-
viert.  
Das Chemokin-Chemokinrezeptor-System ist äußerst komplex und zumeist redundant. 
Es gibt Chemokinrezeptoren, die mehrere Liganden binden, andere hingegen sind 
hochspezifisch für ein bestimmtes Chemokin. Das gleich gilt für die Rezeptorseite: es 
gibt auch Liganden, die mehrere Rezeptoren binden und welche, die hochselektiv nur 
mit einem interagieren [11,14,22]. Die Komplexizität dieses Systems ist in Abbildung 
1.7 dargestellt. 
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Abbildung 1.7:  Chemokin/Chemokin-Rezeptor-Interaktionen. Es gibt Rezeptoren, die verschiedene 
Chemokine binden. Es gibt aber auch solche, die hochselektiv nur mit einem Liganden interagieren [14].  
1.3.1 DIMERISIERUNG VON CHEMOKINREZEPTOREN 
Es ist bekannt, dass Chemokinrezeptoren homo- und heterooligomerisieren können und 
dass dieser Prozess sowohl konstitutiv, als auch ligandenabhängig abläuft [23,24]. Die 
ligandenunabhängige Oligomerisierung findet kurz nach der Synthese der GPCRs im 
Endoplasmatischen Retikulum (ER) statt [24,25]. Zur Rolle der Oligomerisierung gibt 
es unterschiedliche Hypothesen. Zum einen kann dadurch die Reifung der GPCR im ER 
sowie deren Transport beeinflusst werden [26]. Zum anderen werden auch Einflüsse auf 
die pharmakologischen Eigenschaften und die Aktivierung von G-Proteinen [27,28] 
sowie die Auswirkung auf die Signaltransduktion diskutiert [29,30]. Ebenso wird die 
ligandenvermittelte Endozytose der Rezeptoren in einigen Fällen durch Heterodimeri-
sierung der GPCRs beeinflusst [23]. In Abschnitt 1.7 wird detaillierter auf die Oligo-
merisierungszustände von CXCR2 und CXCR4 eingegangen. 
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1.4 BINDUNG VON CHEMOKINEN AN IHRE REZEPTOREN 
Das Chemokin/Rezeptor-System ist sehr komplex, wie in Abbildung 1.7 dargestellt 
wurde. Mehrere Liganden binden einen Rezeptor und manche Liganden binden an 
mehrere Rezeptoren. Da dies mit ähnlichen Affinitäten und funktionellen Aktivitäten 
stattfindet, scheint dort ein gewisses Maß an Redundanz vorzuliegen. Andererseits 
könnten das auch Hinweise auf ein komplexes und feinregulierbares System sein, in 
dem die Rekrutierungsprozesse sowohl durch gemeinsame, als auch durch getrennte 
Signale gesteuert werden. Wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben, besitzen alle 
Chemokine die gleiche Grundstruktur, den so genannten chemokine fold. Auch die 
Chemokinrezeptoren haben eine gemeinsame Struktur. Sie sind alle GPCRs mit einer 
extrazellulären N-Domäne, sieben Transmembransegmenten, drei Exo- und drei 
Cytoloops und dem C-Terminus im Cytosol. Bisher wurden allerdings nur die Struktur 
von Rhodopsin, β1- und β2-Adrenorezeptor und von Adenosinrezeptor A2A 
kristallographisch aufgelöst [31-35]. Es wird aber angenommen, dass die 
Chemokinrezeptoren eine ähnliche Konformation einnehmen, und die 
Transmembrandomänen kreisförmig angeordnet sind. Struktur- und Funktionsanalysen 
haben ergeben, dass an der Chemokin/Rezeptor-Bindung der N-Terminus (bei ELR+-
Chemokinen, das ELR-Motiv) und der N-loop des Liganden sowie der N-Terminus und 
mindestens einer der extrazellulären loops oder auch die Transmembrandomänen des 
Rezeptors beteiligt sind [36-42].  
 
Abbildung 1.8:  Das two site binding model am Beispiel von CXCR1/2 und CXCL8. Die beiden 
Interaktionsstellen sind hervorgehoben. Bindungsstelle 1 (Site 1) beschreibt die Interaktion des Chemokin 
N-loops mit dem N-Terminus des Rezeptors. Die zweite Interaktion von Chemokin und Ligand findet 
über den N-Terminus des Chemokins statt, im Fall von CXCL8 über das ELR-Motiv, welches an die 
extrazellulären Domänen des Rezeptors bindet [43].  
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Im so genannten „two site binding model― bindet einerseits der N-loop des Liganden mit 
der N-Domäne des Rezeptors (Site 1), andererseits der N-Terminus des Liganden mit 
den extrazellulären loops und/oder Transmembrandomänen des Rezeptors (Site 2) [44] 
(Abbildung 1.8). Allerdings ist bisher noch ungeklärt, wie dieses Bindungsmodell die 
unterschiedlichen Affinitäten und Selektivitäten erklären kann. 
Bei den ELR+-Chemokinen findet die Interaktion der Site 2 über das ELR-Motiv statt, 
welches mit den extrazellulären loops des Rezeptors interagiert. CXCL8 ist das einzige 
ELR+CXC-Chemokin, das sowohl an CXCR1 als auch an CXCR2 mit hoher Affinität 
bindet. Alle anderen ELR+-Chemokine binden nur CXCR2 mit hoher Affinität. 
Aufgrund dessen wurden die Interaktionsdomänen der CXCL8-Rezeptorbindung näher 
untersucht [39,42,45-48]. Die beobachteten Affinitätsunterschiede können nicht durch 
die Site 2-Interaktion bedingt sein, da alle ELR+CXC-Chemokine das ELR-Motiv 
tragen. Die N-loop-Region der ELR+CXC-Chemokine ist hingegen nicht konserviert 
und Mutagenese-Studien sowie die Konstruktion von Chimären ergaben, dass sie für die 
Selektivität des Chemokins mitverantwortlich ist. Untersuchungen haben gezeigt, dass 
der N-Terminus (ELR-Motiv) der Chemokine für die Bindungsaffinität und auch 
Rezeptoraktivierung und der N-loop für die Bindungsaffinität und Rezeptorselektivität 
verantwortlich sind [45,47]. Rajagopalan et al. schlagen ein Modell vor, in dem die 
beiden Bindungsstellen nicht unabhängig voneinander, sondern mit der 
Kopplungsenergie ΔGKopplung gekoppelt sind [14]. 
 
Die Kopplungsenergie kann positiv oder negativ sein, wobei durch die Bindung an 
Site 1/2 die Affinität für die zweite Bindungsstelle erhöht bzw. erniedrigt wird. Des 
Weiteren schlagen sie vor, dass die initiale Bindung an Site 1 zu einer Konformations-
änderung sowohl auf Liganden- als auch auf der Rezeptorseite führt, die wiederum die 
Bindung an Site 2 beeinflusst.  
Die Kopplung der beiden Bindungsstellen wurde für CXCL12/CXCR4 ausführlich 
untersucht und das folgende Modell erstellt. Durch die Interaktion des N-loops von 
CXCL12 (SDF-1α, stromal cell-derived factor-1 α) mit der N-Domäne von CXCR4 
wird eine Konformationsänderung des Rezeptors induziert. In Folge wird die zweite 
Bindungstasche, die sich in den Transmembrandomänen befindet für den N-Terminus 
des Chemokins zugänglich. Dieser taucht dann zwischen die Transmembrandomänen 
ein und führt so zur Rezeptoraktivierung [36,49-51]. Die Kopplung der Site 1- und 
Site 2-Interaktion von CXCL12 an CXCR4 ist in Abbildung 1.9 dargestellt. 
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Abbildung 1.9:  Zweistufiges Bindungsmodell der CXCL12/CXCR4-Interaktion. Ohne Ligand befindet 
sich der Rezeptor in der Konformation mit der geringsten Energie (R). Die Site 1-Interaktion des positive 
geladenen N-loops von CXCL12 (blaue Oberflächendarstellung) mit dem negativ geladenen N-Terminus 
von CXCR4 (rote Oberflächendarstellung) führt zum Übergangszustand Rt. Die daraus resultierende 
Konformationsänderung führt zur Freilegung der Site 2-Interaktionsstelle innerhalb der Transmembran-
domänen. Der N-Terminus des Liganden taucht in diese Bindungstasche ein und Rezeptor geht dadurch 
in seinen aktiven Zustand R* über und die Signaltransduktion über G-Proteine findet statt [49].  
Das Grundgerüst der Chemokine besteht bei allen Chemokinen aus einer α-Helix und 
einem β-Faltblatt, aber dennoch konnte eine gewisse Beteiligung dieser Regionen an der 
Rezeptorbindung gezeigt werden. Es sind sowohl einzelne Aminosäuren der β-Stränge, 
als auch verschiedene verbindende loops zwischen den β-Strängen beteiligt [45,47]. Des 
Weiteren wurde auch den Disulfidbrücken, die die beteiligten Regionen mit dem 
Grundgerüst verknüpfen eine Rolle bei der Kopplung der beiden Bindungsstellen 
zugeschrieben. Die Disulfidbrücken könnten zur Kommunikation zwischen Site 1 und 
Site 2 beitragen, aber der genaue Mechanismus ist noch ungeklärt [52].  
1.5 CHEMOKINE IN DER ATHEROSKLEROSE 
Chemokine spielen in der Atherosklerose eine wichtige Rolle, da sie Monozyten zum 
Entzündungsherd rekrutieren [6,53]. Zunächst adhärieren Leukozyten aus dem 
Blutstrom am Endothelium der Blutgefäße, um anschließend in das betroffene Gewebe 
zu transmigrieren (Diapedese). Dieser Prozess wird durch Chemokine, die auf dem 
Endothelium immobilisiert sind gefördert. Zunächst vermitteln die Selektine, eine 
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Familie von lektinartigen Adhäsionsmolekülen, eine schwache Bindung der Leukozyten 
an die Endotheloberfläche. Dadurch kommen die Leukozyten mit den immobilisierten 
Chemokinen in Kontakt, wodurch Integrine, wie z.B. β2-Integrin LFA-1 (lymphocyte 
function-associated antigen-1) und VLA-4 (very late antigen-4) auf der Oberfläche der 
Leukozyten aktiviert werden. Liganden der Integrine sind Mitglieder der 
Immunglobulin Superfamilie, z.B. ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) und 
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), die auf den Oberflächen der 
Endothelzellen exprimiert werden [54-56]. Die Interaktion führt zum Arrest der 
Leukozyten, die anschließend dem Chemokingradienten bis zum Infektionsherd folgen 
[12]. Dies ist schematisch in Abbildung 1.10 dargestellt.  
 
Abbildung 1.10:  Allgemeines Schema der Leukozytenrekrutierung. Ein anfängliches Entlangrollen der 
Leukozyten wird durch Selektine und deren Liganden auf Leukozytenoberflächen vermittelt. Dem folgt 
eine chemokinvermittelte Integrinaktivierung auf der Leukozytenoberfläche und damit eine stärkere 
Adhäsion an das Endothel. Chemokine, die aus dem Gewebe sezerniert werden, erzeugen einen 
chemotaktischen Gradienten, der die Leukozyten an den Infektionsherd leitet [57]. 
In atherosklerotischen Läsionen werden viele Chemokine exprimiert, die alle an der 
Leukozytenrekrutierung beteiligt sind. Sie werden sowohl von den Endothelzellen, als 
auch den SMC (smooth muscle cells) und Monozyten/Makrophagen sezerniert. CCL2 
war eines der ersten Chemokine, welches in humanen Läsionen gefunden wurde [58]. 
Mittlerweile sind mehr als 20 Chemokine identifiziert worden, die an der Atherogenese 
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beteiligt sind. In Tabelle 1.1 ist eine Übersicht der Chemokine, die eine Rolle in der 
Bildung atherosklerotischer Läsionen spielen dargestellt. 
Tabelle 1.1:  Chemokine und Atherosklerose. Aufgelistet sind Chemokine, die bei atherosklerotischen 
Entzündungen exprimiert werden, ihre Rezeptoren und die exprimierenden Zellen: 
Monozyten/Makrophagen (MM), T-Zellen (TC), glatte Muskelzellen (SMC), dendritische 
Zellen (DC) und Endothelzellen (EC) [6]. 
Chemokin Lokalisation Rezeptor 
CC-Chemokine   
I-309/CCL1 EC CCR8 
MCP-1/CCL2 NM, EC, SMC CCR2 
MIP1/CCL3 TC CCR1/5 
MIP1α/CCL4 TC CCR5 
RANTES/CCL5 TC CCR1/3/5 
Eotaxin/CCL11 SMC CCR3 
MCP-4/CCL13 MM, EC CCR2/3 
TARC/CCL17 MM, DC CCR4 
ELC/CCL19 MM, DC CCR7 
MDC/CCL22 MM, DC CCR7 
   
CXC-Chemokine   
GRO/KC/CXCL1 MM CXCR1/2 
IL-8/CXCL8 MM CXCR1/2 
Mig/CXCL9 NM, EC, SMC CXCR3 
IP10/CXCL10  CXCR3 
I-TAC/CXCL11 MM, EC CXCR3 
SDF-1α/CXCL12 MM, SMC CXCR4 
SR-PSOX/CXCL16 MM, DC, SMC CXCR6 
   
CX3C-Chemokine   
Fractalkin/CX3CL1 SMC CX3CR1 
   
CLF-Chemokine   
MIF MM, EC, SMC CXCR2/4 
 
Diese Vielfalt an Chemokinen deutet auf eine Redundanz der Chemokinexpression hin. 
Dennoch führt die Deletion einzelner Chemokine oder Rezeptoren zu einer merklich 
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reduzierten Läsionsbildung. Dies deutet darauf hin, dass die Chemokine nicht 
unabhängig voneinander, sondern kooperativ an der Leukozytenrekrutierung beteiligt 
sind. Die Chemokin/Rezeptor-Interaktionen sind hochspezifisch auf die einzelnen 
Schritte der Atherogenese abgestimmt [6]. Auch die Bindung eines Liganden an unter-
schiedliche Rezeptoren, kann zu stark abweichenden Funktionen führen. Durch die 
unterschiedliche Expression der Chemokine und ihrer Rezeptoren auf verschiedene 
Zellpopulationen kann die Rekrutierung der mononukleären Subpopulationen genau 
gesteuert werden. Auch CLF-Chemokine wie MIF sind beteiligt (Abschnitt 1.8). In 
Abbildung 1.11 ist die atherogene Leukozytenrekrutierung sowie die beteiligten 
Chemokine und ihre Rezeptoren abgebildet. 
 
Abbildung 1.11:  Beteiligung von Chemokinen und ihren Rezeptoren an der Leukozytenrekrutierung. 
Durch aktivierte Plättchen, werden die Chemokine RANTES (CCL5) und PF4 (CXCL4) exprimiert, die 
anschließend auf den Endothelzellen immobilisiert werden. CCL5 führt dort zum CCR1-abhängigen 
Monozytenarrest. Endothelialales Fraktalkin (FKN) und GRO/KC (CXCL1) führt ebenfalls zur Adhäsion 
von Monozyten, allerdings über die Rezeptoren CX3CR1 und CXCR2. MIG (CXCL9) und IP10 
(CXCL10) führen über die Bindung an CXCR3 zum T-Zell-Arrest. Die glatten Muskelzellen (SMC) 
präsentieren FKN (CX3CL1) und CXCL16 und exprimieren ihrerseits MCP-1 (CCL2). Die Chemokine 
CCL2, CCL5 und CXCL16 führen zur Transmigration der arretierten Monozyten und T-Zellen. Nach der 
Transmigration transdifferenzieren die Monozyten zu Makrophagen oder dentritischen Zellen (DC) und 
exprimieren dann CCR7. Durch die Liganden ELC (CCL19), MDC (CCL22), und TARC (CCL17) 
werden dann die Th2-Subtypen rekrutiert. Für das CLF-Chemokin MIF wurde ebenfalls eine Beteiligung 
an der Leukozytenrekrutierung gezeigt [6].  
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1.6 MIF 
1.6.1 HISTORISCHES 
MIF wurde bereits 1932 als eines der ersten Zytokine entdeckt. Es wurde zunächst 
während Studien zur Spättyp-Hypersensitivität (delayed hypersensitivity, DTH) als eine 
lösliche Substanz aus T-Lymphozyten beschrieben, und nach ihrer Fähigkeit, die 
ungerichtete Migration von Makrophagen zu inhibieren, benannt [59,60]. Weitere 
Forschungen ergaben in darauffolgenden Jahren, dass auch Phagozytose und 
Oberflächenadhäsion durch MIF aktiviert werden [61,62]. Aufgrund weiterer Studien 
zur Charaktersierung und das erstmalige Klonieren von humanem MIF in T-Zellen [63], 
wurde MIF eine Vermittlerfunktion zwischen dem endokrinen System und dem 
Immunsystem zugeschrieben [64,65]. Die Expression von rekombinantem MIF in E.coli 
sowie die Etablierung der Aufreinigungsmethode [66] ermöglichte schließlich weitere 
Studien zur Aufklärung der Struktur, molekularen Eigenschaften und Funktion des 
Proteins. 
1.6.2 STRUKTURELLE EIGENSCHAFTEN VON MIF 
MIF ist ein 12,5 kDa großes Protein und besteht aus 115 Aminosäuren, wobei das N-
terminale Methionin in den meisten eukaryotischen Zellen prozessiert wird. Es wird in 
die Gruppe der CLF-Chemokine eingeordnet, da es chemokinähnliche Funktionen 
aufweist und auch an die Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4 bindet, sich aber 
aufgrund des fehlenden N-terminalen Cysteinmotivs nicht in eine der vier klassischen 
Chemokinfamilien einordnen lässt. Der Oligomerisierungsstatus ist bislang nicht 
eindeutig geklärt und in Abbildung 1.12 sind die drei möglichen Formen dargestellt.  
 
Abbildung 1.12: Kristallstrukturen von mono-, di- und trimerem MIF [67]. Die Bilder wurden mit dem 
Programm PyMOL erstellt. 
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Während Röntgenstrukturanalysen eine Trimerbildung zeigen, wurden mittels nuclear 
magnetic resonance (NMR)-Spektroskopie Dimere nachgewiesen. Cross-linking 
Studien hingegen ergaben eine Mischung aus mono-, di- und trimerem MIF [67-69]. 
Strukturell weist das MIF-Trimer Ähnlichkeiten sowohl zum CXCL8-Dimer [67], als 
auch zu den prokaryotischen Enzymen 5-Carboxymethyl-2-hydroxymuconat-Isomerase 
(CHMI) [70] und 4-Oxalocrotonattautomerase (4-OT) [71] auf. 
1.6.3 FUNKTIONEN VON MIF 
In den 60er Jahren galt MIF als ein reines Produkt von T-Lymphozyten [59,60]. 
Heutzutage sind weitere MIF-produzierende Zellen entdeckt worden [65]. Dazu 
gehören neben Makrophagen und Monozyten, dendritische Zellen, Mastzellen, Baso-, 
Eosino-, Neutrophile und B-Zellen [72]. In Monozyten und Makrophagen liegt MIF in 
präformierten Speichern vor und wird nach LPS, TNF-α- und IFN-γ- (Interferon-γ) 
Stimulierung ausgeschüttet [73-75]. Das sezernierte MIF wirkt während einer 
Immunantwort proinflammatorisch auf die Makrophagen, indem es die Produktion von 
TNF-α, IL-1, IL-6 und CXCL8 induziert. [76]. MIF ist demnach ein pleiotropes Zytokin 
und spielt eine wichtige Rolle bei akuten und chronischen Entzündungsprozessen, wie 
zum Beispiel dem septischen Schock, der rheumatoiden Arthritis und in der 
Atherosklerose [65,77,78]. Auch bei der systemischen Autoimmunerkrankung SLE 
(Systemischer Lupus erythematodes) ist MIF an der inflammatorischen Aktivierung und 
Rekrutierung von Immunzellen zum Entzündungsherd beteiligt [79-81]. Als Einziges 
unter den Zytokinen kann MIF als endogener Antagonist von Glucocorticoiden durch 
diese sowohl induziert werden, als auch die glucocorticoiden Effekte revidieren [77]. 
Neben der proinflammatorischen Wirkung kann MIF bei direkter Bindung an JAB1 
(c-JUN-activation-domain-binding-protein) zellzyklusstabilisierend und anti-inflamma-
torisch wirken [82]. Des Weiteren wurde MIF auch eine Rolle in der Tumorgenese 
zugeschrieben. [83,84]  
1.7 MIF-REZEPTOREN 
Der erste Rezeptor, der für MIF identifiziert wurde, war CD74 [85]. Kürzlich wurden 
noch die Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4 als Rezeptoren für MIF bekannt 
[20]. Im Folgenden werden die drei MIF-Rezeptoren näher charakterisiert. 
1.7.1 CD74 
CD74 ist ein 31-45 kDa großes Membranprotein des Typ II. Demnach befindet sich der 
aus 20 Aminosäuren bestehende N-Terminus intrazellulär. Der Transmembrandomäne, 
bestehend aus 24 Aminosäuren folgt der extrazelluläre C-Terminus, welcher sich aus ca. 
150 weiteren Aminosäuren zusammensetzt. Es wurde zuerst als „invariante Kette― (Ii) 
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der MHC-Klasse II-Moleküle beschrieben, welche auf antigenpräsentierenden Zellen 
exprimiert werden. Es verhindert die frühzeitige Bindung von zelleigenen Peptiden an 
die MHC-Klasse II-Moleküle im ER [86]. Für membranständiges CD74 ist auch eine 
Funktion bei der Signaltransduktion bekannt [85,87]. Allerdings wird CD74 auf der 
Zelloberfläche sehr schnell wieder internalisiert, die Halbwertzeit liegt bei weniger als 
10 Minuten [88]. Die Bindung von MIF an CD74 führt zur Aktivierung des ERK1/2-
MAPK-Kaskade Signalwegs, was die Zellproliferation und die PGE2-Produktion 
induziert [85]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass CD74 über die Aktivierung von NF-κB 
an der Differenzierung von B-Zellen beteiligt ist [89]. Des Weiteren kann in Folge von 
MIF-Stimulierung die p53-assoziierte Apoptose unterdrückt werden [90,91]. Die 
MIF/CD74-vermittelte Signaltransduktion verläuft über CD44 und SRC-Kinasen, da 
CD74 selbst keine signalübermittelnde intrazelluläre Domäne aufweist [92]. 
1.7.2 CXCR2 
CXCR2 ist ein 40 kDa großer CXC-Rezeptor und wurde früher auch als CXCL8 
Rezeptor beta (IL8Rb) bezeichnet. Neben CXCL8 binden alle Chemokine mit einem 
ELR-Motiv an den Rezeptor. Dazu gehören CXCL5 (ENA-78, epithelial cell-derived 
neutrophil-activating factor), CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL7 (NAP-2, neutrophil-
activating protein-2) und CXCL6 (GCP-2, granulocyte chemoattractant protein-2) [37]. 
Wie alle CXC-Rezeptoren, handelt es sich um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor 
und die Bindung der Gi-Proteine kann mit Pertussistoxin (PTX) inhibiert werden [93]. 
CXCR2 ist hauptsächlich in Prozesse bei akuten Entzündungsreaktionen involviert. 
Expression und Aktivierung von CXCR2 vermittelt in polymorphnukleären Zellen des 
Immunsystems Aktivierung, Degranulierung und Chemotaxis während einer 
Entzündungsreaktion. Des Weiteren spielt CXCR2 bei der Rekrutierung von 
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques eine wichtige Rolle [11,94,95]. Der 
Rezeptor wird von Makrophagen in großen Mengen exprimiert und scheint vor allem 
bei der Monozytenarretierung auf atherogenem Endothel eine Rolle zu spielen.  
Die ligandenunabhängige Homodimerisierung von CXCR2 wurde von Wilson et al. und 
Trettel et. al in zahlreichen Experimenten gezeigt [96,97]. Experimente mit Deletions-
mutanten ergaben, dass die Interaktion über die dritte Transmembrandomäne erfolgt. 
Des Weiteren besitzt CXCR2 eine 78 %-ige Sequenzhomologie zu CXCR1, dem 
zweiten CXCL8 Rezeptor (IL-8 Rezeptor alpha, IL-8Rα), der allerdings nicht an MIF 
bindet [98]. Die Heterodimerisierung der beiden GPCRs konnte auch gezeigt werden 
[97,99]. Die Bildung von Heterodimeren mit weiteren Chemokinrezeptoren ist bisher 
nicht bekannt. 
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1.7.3 CXCR4 
Bei CXCR4 handelt es sich um einen 41 kDa großen Rezeptor für CXC-Chemokine. 
Dieser wird von nahezu allen Zellen, vor allem aber von Stammzellen und Tumorzellen 
exprimiert, [11,100,101] und der knockout in Mäusen hat sich als embryonal letal 
erwiesen [102]. CXCR4-defiziente Mäuse sterben schon im Uterus und weisen Defekte 
im hämatopoetischen System sowie im Nervensystem auf [103]. Im Gegensatz zu 
CXCR2 ist CXCR4 sehr ligandenspezifisch und bisher konnten nur SDF-1 (CXCL-12) 
und MIF als Liganden identifiziert werden [20,104]. Der Rezeptor ist aufgrund seiner 
Beteiligung an der Pathogenese von AIDS wichtiger Gegenstand der medizinischen 
Forschung [105,106]. Das HI-Virus (human immunodeficiency) benutzt CXCR4 um in 
die Wirtszellen zu gelangen. Dabei bindet das virale Protein gp120 zunächst an 
humanes CD4, wodurch es zu einer Konformationsänderung kommt, die die Bindung 
des Proteins an CXCR4 erleichtert. Das Virus kann so in T-Lymphozyten eindringen 
[107]. Des Weiteren ist CXCR4 bei der Entwicklung diverser Tumortypen beteiligt 
[108-111]. Die Hauptfunktion von CXCR4 und CXCL12 ist die Rekrutierung von 
hämatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark [101]. In dem Zusammenhang ist die 
CXCR4/SDF1-Achse auch an der Rekrutierung und dem „Homing― von vaskulären 
Vorläuferzellen aus dem Knochenmark beteiligt [112]. Genau wie CXCR2 ist auch 
CXCR4 an der Leukozytenrekrutierung beteiligt. CXCL12- und ebenfalls MIF-Bindung 
führen zum integrinabhängigen T-Zell Arrest in atherosklerotischen Läsionen [20,55]. 
Die Homodimerisierung von CXCR4 wurde sowohl konstitutiv [113] als auch 
ligandenabhängig [104] nachgewiesen. Für CXCR4 sind außerdem Heterodimeri-
sierungen mit einer Reihe von Chemokinrezeptoren gezeigt worden. Das 
Rezeptorprotein assoziiert mit den CC-Chemokinen CCR5 [114,115] und CCR2 [116-
118], die beide eine wichtige Rolle beim Eintritt des HI-Virus in eine Zelle spielen. Der 
Rezeptor CXCR7 wurde kürzlich als weiterer Rezeptor des Liganden CXCL12 ermittelt 
[119,120] und neueste Studien haben ergeben, dass CXCR4 auch mit CXCR7 
Heterodimere bildet [120-122]. Diese Interaktion trägt zur CXCL12-vermittelten 
Chemotaxis in primären T-Zellen bei. Zusätzlich zu den Interaktionen mit 
Chemokinrezeptoren dimerisiert CXCR4 auch mit dem GPCR δ-Opioidrezeptor (DOR) 
[123] und mit CD74 [124]. 
1.8 MIF IN DER ATHEROSKLEROSE 
Im Verlauf der Atherosklerose wird MIF verstärkt von Endothelzellen und 
Gefäßmuskelzellen exprimiert [125,126]. Durch MIF wurde sowohl in vitro als auch in 
vivo eine Hochregulierung des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 in Maus- und Kaninchen-
Endothelzellen gezeigt [127,128]. In humanen Zellen ergab sich ein ähnliches Bild: im 
Verlauf der Atherosklerose ist die MIF-Expression in Endothelzellen, Gefäßmuskeln 
und inneren Arterien sowie Makrophagen und T-Zellen hochreguliert. Außerdem 
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zeigten in vitro-Experimente, dass humane Endothelzellen nach Inkubation mit 
oxidiertem LDL erhöhte Mengen an MIF exprimierten [128]. Des Weiteren konnte 
gezeigt werden, dass MIF auf der Oberfläche von Endothelzellen immobilisiert wird 
und so zur Rekrutierung von Leukozyten beiträgt [20].  
Durch den Einsatz von zwei verschiedenen Tiermodellen (Ldlr
–/–
 und ApoE
–/–
) wurde 
der Einfluss von MIF in der Pathogenese der nativen und akzelerierten Atherosklerose 
untersucht. In den Gefäßwänden und insbesondere den Makrophagen von 
atherosklerotischen ApoE
–/–
-Mäusen wurde eine erhöhte MIF-Expression nachgewiesen. 
Die Blockierung von MIF mit einem neutralisierenden Antikörper führte in diesen 
Mäusen zu einer starken Reduktion der Makrophagen in den atherosklerotischen 
Läsionen. Bei der akzelerierten Atherosklerose führte die Blockierung von MIF sogar 
zu einem Rückgang dieser Läsionen [20]. MIF-defiziente Ldlr
–/–
-Mäuse zeigten ein 
geringeres Plaque-Volumen und reduzierte Lipidanreicherungen nach der Gabe einer 
fetthaltigen Diät [129]. Dies lag vor allem an einer reduzierten SMC-Expression und 
verringerter Zellproliferation. Demnach kann MIF sowohl eine kausale Rolle in nativen 
als auch der akzelerierten Atherosklerose zugeschrieben werden. 
Der Beitrag von MIF zur Atherosklerose-Entstehung basiert, vermutlich überwiegend 
auf seinen chemokinähnlichen Funktionen. Es wurde gezeigt, dass die Expression von 
MIF zu einer Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen in die atherosklerorischen 
Läsionen führt [20]. Von den Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4 war schon 
zuvor bekannt, dass sie, wenn auch in Verbindung mit anderen Liganden, in die 
Atherogenese involviert sind [94,130]. Doch erst die Identifizierung von CXCR2 und 
CXCR4 als funktionelle Rezeptoren von MIF ermöglichte ein Verständnis der 
molekularen Hintergründe für die Beteiligung von MIF in der Atherogenese. Die 
Bindung von MIF an CXCR2 und CXCR4 auf den Leukozyten führt dabei zur 
schnellen Integrinaktivierung und damit dem Arrest von Monozyten (über CXCR2) und 
T-Zellen (über CXCR4). MIF wirkt demnach bei ähnlicher Effizienz universeller als 
andere Chemokine [131]. Neben einer direkten Beteiligung von MIF am 
Monozytenarrest wurde auch eine Abhängigkeit der CCL2/CCR2-Achse beschrieben 
[132]. Möglicherweise reguliert MIF die Makrophagen-Rekrutierung dahingehend, dass 
es zunächst durch direkte Interaktion mit CXCR2 die integrinabhängige Monozyten- 
Adhäsion auslöst. Nach anschließender Induktion endothelialer CCL2 Freisetzung, die 
erst nach einiger Zeit eintritt, ist das MIF weiterhin indirekt an der Monozyten-
Transmigration beteiligt [133]. Zusätzlich werden Matrixmetalloproteinasen (MMP) in 
Fibroblasten und NO in Makrophagen durch MIF hochreguliert [134]. MIF spielt 
demnach sowohl im Anfangsstadium, als auch im weiteren Verlauf der Atherosklerose 
eine wichtige Rolle. Dies wurde in Abbildung 1.13 zusammengefasst. 
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Abbildung 1.13:  Die Beteiligung von MIF in der Atherogenese. MIF wird auf proatherogene Stimuli hin 
von Zellen der Arterienwände und Makrophagen sezerniert und auf Endothelzellen präsentiert. Dadurch 
wird die Expression sowohl endothelialer Zelladhäsionsmoleküle, als auch weitere Chemokine (z.B. 
CCL2) hochreguliert. Die MIF-vermittelte Integrinaktivierung auf den Leukozyten führt zum Arrest auf 
dem Endothel. Des Weiteren wird MIF eine Beteiligung an der Transdifferenzierung von Makrophagen 
zu Schaumzellen zugeschrieben und ein regulatorischer Einfluss auf die Migration und Proliferation der 
SMCs vermutet. Durch die Induktion von MMPs könnte MIF ebenfalls einen Beitrag zur 
Plaquedestabilisierung leisten [131].  
1.9 ZIELSETZUNG 
Dem CLF-Chemokin MIF wurde eine funktionelle Rolle in der Atherosklerose 
zugeschrieben. Dabei ist besonders die kürzlich identifizierte Funktion als „non-
cognate-Ligand― von CXCR2 und CXCR4 von Bedeutung. Diese MIF/CXCR-
Rezeptorkomplexe sind an der atherogenen Leukozytenrekrutierung beteiligt und 
spielen demnach eine wichtige Rolle beim Fortschreiten der Krankheit.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine detaillierte molekulare Charakterisierung der 
MIF/CXCR-Interaktionen erfolgen. Die genaue Kenntnis der an der Ligand/Rezeptor-
Wechselwirkung beteiligten Motive würde die Entwicklung von Antagonisten, die die 
atherogene Beteiligung von MIF inhibieren, erleichtern. Das CLF-Chemokin MIF weist 
eine Strukturhomologie zum CXCR2-Liganden CXCL8 auf und erste Sequenzanalysen 
und Strukturvergleiche deuteten darauf hin, dass MIF ein ELR-analoges Motiv besitzen 
könnte. Die Beteiligung dieses Motivs an der CXCR2-Rezeptorbindung sollte im 
Rahmen dieser Arbeit durch die Herstellung von MIF-Mutanten untersucht werden. 
Diese sollten nach erfolgreicher Expression und Aufreinigung in verschiedene 
funktionelle Assays eingesetzt werden, um so eine Aussage zur Rolle dieses Motivs an 
der Rezeptorbindung treffen zu können. Besonders das Verhalten der MIF-Mutanten bei 
der atherogenen Leukozytenrekrutierung sollte sowohl in vitro über Chemotaxis-Assays 
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und Monozytenarrest-Versuche sowie ex vivo in atherogenen Maus-Modellen 
untersucht werden.  
Die Interaktion von CXCL8 mit CXCR2 findet aber nicht nur über das ELR-Motiv, 
sondern zusätzlich noch über den so genannten N-loop des Chemokins statt. Im Rahmen 
dieser Arbeit sollte die Fragestellung untersucht werden, ob MIF analog zu CXCL8 
ebenfalls über ein two site binding model mit dem Rezeptor wechselwirkt und welche 
MIF-Domäne an dieser zweiten Interaktionsstelle beteiligt ist. Des Weiteren sollte auch 
eine Charakterisierung der beteiligten Rezeptorregionen erfolgen, um weitere 
Aufschlüsse über die MIF/CXCR2-Interaktions-interfaces zu erhalten. 
Auch für die MIF/CXCR4-Interaktion sollten erste molekulare Parameter der 
Wechselwirkung charakterisiert werden. Im Gegensatz zu CXCL8 besitzt CXCL12 kein 
ELR-Motiv und interagiert über die beiden N-terminalen Aminosäuren Lys-1 und Pro-2 
mit CXCR4. In dieser Dissertation sollte die Beteiligung des ELR-ähnlichen Motivs 
von MIF und gegebenenfalls weiterer Motive an der CXCR4-Bindung untersucht 
werden. Auch dies sollte unter Verwendung der MIF-Mutanten in verschiedenen 
funktionellen Assays und dem Vergleich mit WT-MIF erfolgen. Da CXCL12 ebenfalls 
über ein two site binding model an CXCR4 bindet, sollte für MIF ebenfalls untersucht 
werden, ob es über zwei Regionen mit dem Rezeptor interagiert. Wenn dies der Fall 
sein sollte, so müssten die beiden Interaktionsstellen näher identifiziert und 
charakterisiert werden.  
CXCR7 wurde kürzlich als weiterer Rezeptor von CXCL12 identifiziert. Da MIF wie 
CXCL12 mit CXCR4 interagiert, sollte in dieser Arbeit begonnen werden, die mögliche 
MIF/CXCR7-Bindung zu untersuchen. Dazu sollte zunächst ein geeigneter CXCR7-
Expressionsvektor kloniert werden. Die Interaktion selbst sollte über CXCR7-
Internalisierungs- und Koimmunopräzipitations-Versuche analysiert werden. 
 
 2 ERGEBNISSE 
2.1 BINDUNG VON MIF AN CXCR2 
Alle CXC- und einige CC-Chemokine binden über das so genannte two site binding 
model an ihre Rezeptoren. Dabei interagiert die N-loop Region des Chemokins mit der 
N-Domäne des Rezeptors (Site 1) und der N-Terminus des Liganden mit weiteren 
extrazellulären Domänen des Rezeptors (Site 2) (siehe Abschnitt 1.4). Obwohl MIF sich 
strukturell nicht in eine der bekannte vier Chemokinklassen einordnen lässt, gehört es 
zu der Gruppe der CLF-Chemokine und besitzt chemokinähnliche Eigenschaften.  
 
Abbildung 2.1:  Modell zur Bindung von MIF an CXCR2. A: Kristallstrukturen von CXCL8 und MIF. 
Die Domänen, die an der Interaktion mit dem Rezeptor beteiligt sind, wurden hervorgehoben. Das ELR-
Motiv ist in blau und der N-loop in rot eingefärbt. Für MIF wurden analoge Domänen für die Interaktion 
mit CXCR2 postuliert, ein pseudo-ELR-Motiv (blau) und eine N-like loop Domäne. B: Two site binding 
model von MIF an CXCR2. Der N-like loop interagiert mit dem N-Terminus von CXCR2 (Site 1) und das 
pseudo-(E)LR-Motiv bindet an die extrazellulären Domänen des Rezeptors. 
MIF weist auch eine starke Strukturhomologie zu dem ELR+CXC-Chemokin CXCL8 
auf, auch wenn nur eine sehr geringe Sequenzübereinstimmung vorliegt. In der Tat 
wurde MIF 2007 als Ligand des CXCL8-Rezeptors CXCR2 und auch von CXCR4 
identifiziert [20]. Dies legte nahe, dass die Bindung von MIF an CXCR2 ebenfalls über 
zwei Bindungsstellen in einem analogen two site binding model erfolgt. In Abbildung 
2.1 A ist ein Vergleich der Kristallstrukturen von CXCL8 und MIF dargestellt; die 
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Strukturhomologie ist deutlich zu erkennen. Für CXCL8 sind die beiden bekannten 
Interaktionsstellen farbig hervorgehoben; der N-loop in rot und das ELR-Motiv in blau. 
Analog zu CXCL8 wurden für MIF ebenfalls zwei Interaktionsstellen postuliert: der N-
like loop in rot und das pseudo-(E)LR-Motiv in blau. In Abbildung 2.1 B ist das 
mögliche two site binding model für MIF an CXCR2 abgebildet. Der N-like loop von 
MIF bindet an den N-Terminus von CXCR2 und das pseudo-(E)LR-Motiv interagiert 
mit den extrazellulären loops des Rezeptors. In der vorliegenden Arbeit sollte die 
Existenz der beiden CXCR2-Bindungsdomänen von MIF experimentell bestätigt 
werden.  
2.1.1 SITE 2-BINDUNG 
2.1.1.1 IDENTIFIZIERUNG DES PSEUDO-(E)LR-MOTIVS 
Die Bindung der Site 2 über den N-Terminus des Liganden mit den extrazellulären 
loops des Rezeptors ist für die Bindungsaffinität und die Rezeptoraktivierung 
entscheidend. Im Fall der CXC-Chemokine findet die Bindung über das N-terminale 
ELR-Motiv statt und es wurde gezeigt, dass nur ELR+-Chemokine an CXCR1 und 
CXCR2 binden. Das MIF-Monomer weist eine strukturelle Homologie zum CXCL8-
Dimer auf (Abbildung 2.2), wobei es nahezu keine Sequenzübereinstimmungen gibt.  
 
Abbildung 2.2:  Strukturelle Homologie zwischen dem CXCL8-Dimer (A) und dem MIF-Monomer (B). 
A: Am N-Terminus jedes CXCL8-Monomers befindet sich das für die Bindung an CXCR2 essentielle 
ELR-Motiv, welches aus den drei Aminosäuren Glu-3 (E3), Leu-4 (L4) und Arg-5 (R5) besteht. B: Bei 
MIF wird das pseudo-(E)LR-Motiv durch die nicht benachbarten Aminosäuren Arg-12 (R12) und Asp-45 
(D45) gebildet. Diese Aminosäuren befinden sich in benachbarten loops von MIF und bilden das pseudo-
(E)LR-Motiv durch ihre Konformation im Raum [135].  
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Innerhalb der MIF-Sequenz lassen sich weder die N-terminalen Cysteine, noch ein N-
terminales ELR-Motiv finden. Genauere Betrachtung des MIF-Moleküls zeigte jedoch, 
dass die beiden Aminosäuren Asp-45 und Arg-12 ein ELR-ähnliches Motiv bilden. Die 
beiden Reste befinden sich in benachbarten loops von MIF und bilden in ihrer 3D-
Konformation dieses pseudo-(E)LR-Motiv. Die Bezeichnung pseudo-(E)LR-Motiv leitet 
sich nur zum Teil davon ab, dass die Aminosäuren nicht benachbart zueinander sind, 
wie das im ELR-Motiv von CXCL8 (Abbildung 2.3) der Fall ist. Anstelle des Glutamats 
im nativen ELR-Motiv beinhaltet das pseudo-(E)LR-Motiv einen Aspartatrest und 
besteht nur aus zwei statt drei Aminosäuren. 
 
Abbildung 2.3:   Schematische Darstellung der Lage der Aminosäuren des ELR-Motivs von CXCL8 und 
des pseudo-(E)LR-Motivs von MIF [135]. 
Bisher wurde der Oligomerisierungsstatus von MIF noch nicht eindeutig geklärt. 
Bioaktives MIF könnte sowohl als Monomer als auch als Trimer vorliegen. Aus diesem 
Grund wurde die Position der Aminosäuren Arg-12 und Asp-45 in der Kristallstruktur 
des MIF-Trimers betrachtet (Abbildung 2.4). Die Aminosäuren des pseudo-(E)LR-
Motivs befinden sich an der Oberfläche des Trimers und bilden eine ringähnliche 
Struktur. 
 
Abbildung 2.4:  Oberflächendarstellung von MIF in seiner trimeren Form. Die Position der 
Aminosäuren Arg-12 (rot) und Asp-45 (grün) wurde hervorgehoben. Die Reste des pseudo-(E)LR-Motivs 
befinden sich im MIF-Trimer an der Oberfläche und bilden eine ringähnliche Struktur. Das Bild wurde 
mit dem Programm PyMOL erstellt [135]. 
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2.1.1.2 KLONIERUNG DER PSEUDO-(E)LR MUTANTEN 
Ortsgerichtete Mutagenese 
Zur Untersuchung, ob die beiden Aminosäuren des pseudo-(E)LR-Motivs an der 
MIF/CXCR2-Bindung beteiligt sind, wurde durch Punktmutationen der Austausch 
gegen Alanin eingeführt. Bei diesen Punktmutanten ist demnach die jeweilige 
Seitenkette des Arginin an Position 12 (R12) und Glutamats an Position 45 (D45) gegen 
eine Methylgruppe ausgetauscht worden. Die Nomenklatur bezieht sich auf die cDNA 
und beginnt mit dem Methionin an erster Position, auch wenn dieses in den meisten 
Eukaryoten prozessiert wird. Die praktische Umsetzung erfolgte durch ortsgerichtete 
Mutagenese (Abschnitt 5.1.2), wobei Primer eingesetzt wurden, die bereits die 
gewünschte mutierte Sequenz enthielten. Es wurde auch eine Doppelmutante generiert, 
indem die ortsgerichtete Mutagenese mit einer der Punktmutanten und den Primern für 
die zweite Mutation durchgeführt wurde. Als Templat-DNA wurde der Expressions-
vektor pET-11b mit dem Gen für das humane MIF verwendet. Die in vivo Ligation des 
durch die PCR erhaltenen DNA-Doppelstrangs mit überhängenden Enden erfolgte in 
dem E.coli Stamm XL-10. Von den erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert 
und durch bidirektionale Sequenzierung bestätigt. 
Expression und Aufreinigung 
Die Expression der Mutanten erfolgte in dem für WT-MIF etablierten 
pET11b/BL21(DE3)-Expressionssystem. Um die Ausbeute zu erhöhen, wurde nach der 
Induktion mit 0,1 mM IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid) über Nacht bei 
16 °C exprimiert (Abschnitt 5.1.12).  
 
Abbildung 2.5:  Das silbergefärbte SDS-Gel der Expression von den pseudo-(E)LR Mutanten. Die 
Proteine wurden in BL21 (DE3) nach der Induktion mit 0,1 mM IPTG über Nacht bei 16 °C exprimiert. 
Es wurden jeweils Lysate vor und nach der Induktion in die Taschen des Gels geladen. In der letzen Spur 
wurde aufgereinigtes rekombinantes MIF als Standard aufgetragen. Alle drei Mutanten wurden durch 
IPTG induziert [135]. 
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Die Expression führte bei allen hier aufgeführten Mutanten zu löslichen Proteinen und 
wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschließender 
Silberfärbung analysiert (Abbildung 2.5). Die Expression der Mutanten wurde durch 
IPTG induziert und die mutierten Proteine sind mit einer Bande bei ca. 12,5 kDa zu 
erkennen. Als Standard wurde rekombinantes WT-MIF eingesetzt. 
Die Aufreinigung der mutierten MIF-Proteine R12A-MIF, D45A-MIF und R12A-
D45A-MIF wurde weitestgehend nach dem bestehenden Protokoll für WT-MIF 
durchgeführt [66]. Der Zellaufschluss erfolgte in einer French Press und das Zelllysat 
wurde durch einen Zentrifugationsschritt bei 20.000 x g gewonnen. Die Proteine 
wurden anschließend mittels Anionenaustauschchromatographie über eine Mono Q-
Säule aufgereinigt (siehe 5.2.2), wobei die Elution der Proteine sich kaum von WT-MIF 
unterschied. Die R12A-Mutante wurde eine Fraktion später eluiert, die D45A-Mutante 
eine Fraktion früher und die Doppelmutante verhielt sich wie WT-MIF. Durch die 
anschließende hydrophobe Chromatographie mittels C8-Säulen wurden die Mutanten 
weiter aufgereinigt und von LPS befreit. Der Erfolg der Aufreinigung wurde über SDS-
PAGE und anschließende Silberfärbung analysiert. In Abbildung 2.6 ist das SDS-Gel 
der Aufreinigung von R12A-MIF stellvertretend für alle aufgereinigten Proteine 
abgebildet, da für Mutanten (und den Wildtyp) vergleichbare Ergebnisse erhalten 
wurden. 
 
Abbildung 2.6:  Aufreinigung der pseudo-(E)LR-MIF-Mutanten. Repräsentatives silbergefärbtes SDS-
Gel der Aufreinigung von R12A-MIF. In den Spuren 1 und 2 sind das Zelllysat sowie die Zelltrümmer im 
Pellet nach der Zentrifugation aufgetragen. Nach dem Aufkonzentrieren (Spur 3 und 4) wurden die 
Mutanten mittels Anionenaustauschchromatographie (Spur 5) und hydrophober C8-Chromatographie 
aufgetragen. Spur 6 zeigt den Waschschritt mit 20 % Acetonitril und in Spur 7 und 8 wurden die beiden 
Elutionen mit 60 % Acetonitril in die Taschen des Gels geladen [135]. 
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Im Lysat (Spur 1) lässt sich eindeutig die Bande für R12A-MIF bei ca. 12,5 kDa 
erkennen. Nach der Anionenaustauschchromatographie unter Benutzung einer Mono Q-
Säule, wurde bereits ein großer Teil der Verunreinigungen entfernt (Spur 5) und etwa 
90 % reines MIF-Protein gewonnen. Es lassen sich trotz denaturierender Bedingungen 
während der Elektrophorese die dimere sowie die trimere Form von MIF bei etwa 
24 kDa und 36 kDa erkennen. Durch den Waschschritt mit 20 % Acetonitril während 
der anschließenden C8-Chromatographie wurden die LPS-Verunreinigungen entfernt. 
Bei diesem Schritt wurden nur sehr geringe Mengen Protein verloren. Durch die beiden 
Elutionsschritte (Spur 7 und 8) wurde das Protein anschließend effizient eluiert. Die 
Proteine wurden lyophilisiert und anschließend wie WT-MIF renaturiert. Der einzige 
Unterschied beim Renaturieren war, dass die Mutante D45A in geringerer Konzen-
tration im GdnHCl gelöst werden musste, um Präzipitation während der Renaturierung 
zu vermeiden. Typischerweise wurden aus 500 ml Bakterienkultur 1,5-3 mg aufgerei-
nigtes Protein erhalten. Da es durch die Expression von MIF in E.coli zu einer Lipo-
polysaccharidverunreinigung kommen kann und es für die folgenden Versuche wichtig 
war LPS-freie Präparationen zu haben, wurden die MIF-Präparationen nach dem 
Renaturieren auf ihren LPS-Gehalt geprüft. Der LPS-Gehalt lag dabei immer unter 
10 pg LPS/μg Protein. 
2.1.1.3 STRUKTURELLE CHARAKTERISIERUNG DER PSEUDO-(E)LR MUTANTEN 
Um auszuschließen, dass die Mutation auch eine strukturelle Änderung der mutierten 
MIF-Proteine zur Folge hatte, welche die weiteren funktionellen Untersuchungen 
beeinflussen konnte, wurde zunächst eine strukturelle Charakterisierung der pseudo-
(E)LR Mutanten vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden die Mutanten mittels 
Circulardichroismus-Spektroskopie analysiert und ihre Phenylpyruvattautomerase-
Aktivität gemessen.  
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie 
Die vergleichende strukturelle Charakterisierung der pseudo-(E)LR Mutanten wurde 
mittels Fern-UV-Circulardichroismus-Messungen durchgeführt. Die Sekundärstrukturen 
wurden im fernen UV-Bereich (Fern-UV-CD) analysiert. Die Spektren der renaturierten 
Proteine wurden mit 2 µM Endkonzentration aufgenommen. Durch den Vergleich der 
Spektren der Mutanten mit WT-MIF-Spektren, wurden keine strukturellen Unterschiede 
festgestellt (Abbildung 2.7). Die Form der Spektren und damit das Verhältnis der 
Sekundärstrukturelemente ist nahezu identisch und der leichte Versatz der Kurven 
wurde vermutlich durch Schwankungen der eingesetzten Konzentration verursacht. Das 
führt zur Annahme, dass durch den Austausch der Aminosäuren die allgemeine 
Strukturintegrität von MIF nicht beeinträchtigt wurde.  
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Abbildung 2.7:  Fern-UV Circulardichroismus zur Ermittlung der strukturellen Integrität der pseudo-
(E)LR Mutanten. Es wurden jeweils 1 µM der renaturierten Proteine im Bereich von 190–250 nm 
gemessen und mit dem Spektrum von WT-MIF verglichen. Die Spektren wurden jeweils im Triplikat 
aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. Es wurde die mittlere molare Elliptizität (θ) 
gegen die Wellenlänge aufgetragen [135].  
Tautomerase-Assay 
Die intrinsische D-Dopachrom-Tautomeraseaktivität von MIF wurde in dieser Arbeit 
zur biochemischen Charakterisierung der MIF-Mutanten eingesetzt. MIF katalysiert die 
Umwandlung des nichtphysiologischen Substrats D-Dopachrom-Methylester zum 
Indolderivat 5,6-Dihydroxyindol-2-carbonsäure (DHICA) [136]. Es wurde gezeigt, dass 
das N-terminale Prolin von MIF für die Dopachrom-Tautomeraseaktivität benötigt wird, 
da es als Protonen-Akzeptor dient [137,138] und es liegt nahe, dass selbst leichte 
Konformationsänderung aufgrund des Austausches der N-terminalen Aminosäure R12 
zu einer Reduktion der Tautomeraseaktivität führen würde. Der Umsatz von D-
Dopachrom durch WT-MIF und die pseudo-(E)LR Mutanten wurde durch die Abnahme 
der Absorption bei 475 nm verfolgt (Abbildung 2.8). Die MIF-Mutanten wiesen eine 
nahezu identische Tautomeraseaktivität wie WT-MIF auf. Dies war ein weiterer 
Hinweis darauf, dass die Mutationen im pseudo-(E)LR-Motiv nicht zu signifikanten 
strukturellen Veränderungen geführt haben. 
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Abbildung 2.8:  Die pseudo-(E)LR Mutanten weisen eine nahezu identische Tautomeraseaktivität wie 
WT-MIF auf. Die Enzymaktivität wird über die Abnahme der Absorption bei 475 nm über einen 
Zeitraum von 4 Minuten gemessen. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhängigen 
Experimenten ± SEM [135].  
2.1.1.4 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG DER PSEUDO-(E)LR MUTANTEN  
Zur weiteren Untersuchung der allgemeinen strukturellen Integrität der pseudo-(E)LR 
Mutanten wurde im nächsten Schritt ihre thermodynamische Stabilität betrachtet. 
Hierzu wurde die Guanidiniumhydrochlorid-induzierte Denaturierung der Mutanten 
sowie auch deren Transhydrogenaseaktivität analysiert.  
Guanidiniumhydrochlorid-induzierte Denaturierung 
Durch Guanidiniumhydrochlorid-induzierte Denaturierung von WT-MIF und den MIF-
Mutanten, wurde die Stabilität der Mutanten untersucht. Zu diesem Zweck wurden die 
Proteine mit 0–8 M GdnHCl inkubiert und die Entfaltung mittels CD-Spektroskopie 
gemessen. Es wurde die Elliptizität bei 222 nm, dem Maximum der α-Helix, gemessen 
und die Werte in % Entfaltung ausgedrückt. Dabei wurde der Wert bei 0 M GdnHCl als 
0 % und bei 8 M GdnHCl als 100 % definiert (siehe Abbildung 2.9). Die Mutanten 
R12A und D45A wiesen eine leicht veränderte thermodynamische Stabilität auf, 
während sich die Doppelmutante wie der Wildtyp verhielt. Während der Mittelpunkt 
der Entfaltung für WT-MIF und R12A-D45A-MIF bei 1,71 bzw. 1,77 M Gdn lag, 
wurden für R12A-MIF 1,94 M und für D45A-MIF 1,34 M gemessen. Damit war R12A 
durch den Austausch einer positiv geladenen Aminosäure thermodynamisch leicht 
stabilisiert und D45A durch den Austausch der negativen Asparaginsäure leicht 
destabilisiert im Vergleich zu WT-MIF. Die beiden Effekte hoben sich in der 
Doppelmutante, die wieder die gleiche Nettoladung wie der WT trägt wieder auf. Die 
Unterschiede in Bezug auf die thermodynamische Stabilität deuten möglicherweise auf 
ein unterschiedliches Protein-Protein Bindungsverhalten hin. 
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Abbildung 2.9:  Konformationsstabilität von WT-MIF und den pseudo-(E)LR Mutanten nach GdnHCl-
induzierter Denaturierung. Die Entfaltung wird durch CD-Spektroskopie bei 222 nm gemessen und die 
Entfaltungskurven als % Entfaltung gegen die GdnHCl Konzentration dargestellt. A: WT-MIF; B: R12A-
MIF; C: D45A-MIF; D: R12A-D45A-MIF. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus drei 
unabhängigen Experimenten ± SEM [135]. 
Zur Vereinfachung der Daten wurden die Kurven in Abbildung 2.10 übereinander 
gelegt. Es lässt sich deutlich erkennen, dass sich der WT und die Doppelmutante in 
Bezug auf die GdnHCl-induzierte Denaturierung nahezu identisch verhalten.  
 
Abbildung 2.10:  Direkter Vergleich der Konformationsstabilität von WT-MIF und den pseudo-(E)LR 
Mutanten nach GdnHCl-induzierten Denaturierung. Die Entfaltung wurde durch CD-Spektroskopie bei 
222 nm gemessen und die Entfaltungskurven als % Entfaltung gegen die GdnHCl Konzentration 
dargestellt [135]. 
2  ERGEBNISSE 30 
Oxidoreduktasetest 
MIF besitzt ebenfalls eine GSH-Disulfid-Transhydrogenase-Aktivität. Es katalysiert die 
Reduktion von Disulfiden durch Glutathion (GSH). Bei diesem Test handelt es sich um 
den für Glutaredoxin etablierten HED-Transhydrogenasetest [139]. MIF und die MIF-
Mutanten wurden mit einer Endkonzentration von 2 µM eingesetzt (Abbildung 2.11) 
und die NADPH-Abnahme gemessen (Abschnitt 5.6.2). Alle Mutanten wiesen eine 
signifikante Reduktion der Transhydrogenaseaktivität auf. Die Aktivität von R12A-MIF 
betrug 39 %, von D45A-MIF 28 % und von der Doppelmutante R12A-D45A-MIF 15 % 
der Aktivität von WT-MIF. Obwohl keine Konformationsänderungen mittels CD-
Spektroskopie gezeigt wurden, scheint das pseudo-(E)LR-Motiv für die Konformations-
stabilität des Proteins dennoch wichtig zu sein. Dies wird auch durch die Daten der 
GdnHCl-Denaturierung bestätigt. 
 
Abbildung 2.11:  HED-Redoxaktivität von MIF und den pseudo-(E)LR Mutanten. MIF katalysiert die 
Reduktion von HED durch Glutathion. Die Aktivität der Mutanten wurde auf WT-MIF normiert. Die 
Daten entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhängigen Experimenten ± SEM. 
2.1.1.5 KOMPETITION DER PSEUDO-(E)LR MUTANTEN MIT I125-CXCL8 UM DIE 
BINDUNG AN CXCR2 
Die Bindungsaktivität der pseudo-(E)LR Mutanten an CXCR2 wurde mit Hilfe eines 
radioaktiven Kompetitions-Assay ermittelt. In diesem für WT-MIF bereits etablierten 
Assay [20] konkurrierte MIF bzw. die Mutanten mit Iod
125
-markiertem CXCL8 um die 
Bindung an CXCR2. Die CXCR2 überexprimierenden HEK-Zellen wurden mit dem 
radioaktiven CXCL8 und 0-1 µM MIF-Protein inkubiert. Nach mehreren 
Waschschritten wurde die Szintillation der Zellen gemessen und anschließend in den 
prozentualen Anteil von spezifisch gebundenem CXCL8 umgerechnet. Im Gegensatz zu 
MIF, welches wie bereits gezeigt, stark um die Bindung von I
125
-IL8 kompetitierte [20], 
wiesen die drei pseudo-(E)LR Mutanten keine signifikante Bindung an CXCR2 auf. In 
Abbildung 2.12 A ist die Dosisabhängigkeit der Kompetition durch die MIF-Proteine 
dargestellt. Zur besseren Verdeutlichung wurde die Kompetition bei 1 µM MIF und 
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pseudo-(E)LR Mutanten sowie 100 nM CXCL8 als Positivkontrolle in Abbildung 2.12 
B abgebildet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das pseudo-(E)LR-Motiv an der 
MIF/CXCR2 Interaktion beteiligt ist. 
 
Abbildung 2.12:  Kompetition von MIF und den pseudo-(E)LR Mutanten mit I125-CXCL8 um die 
Bindung an CXCR2. HEK-CXCR2-Zellen wurden mit dem I125-markierten CXCL8 und MIF bzw. den 
Mutanten als Kompetitor inkubiert. Die Kompetition wurde in % der spezifischen I125CXCL8-Bindung 
ausgedrückt. A: Kurvendiagramm von der Dosisabhängigkeit der Kompetition. B Vergleich der 
Kompetition bei 1 µM MIF und pseudo-(E)LR Mutanten sowie 100 nM kaltem CXCL8 als Positiv-
kontrolle. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhängigen Experimenten ± SEM. (* = p < 
0,01; ** = p < 0.005; *** = p < 0.0005) [135]. 
2.1.1.6 BIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER PSEUDO-(E)LR MUTANTEN 
Da nun gezeigt wurde, dass die Mutation des pseudo-(E)LR-Motivs nicht zu 
signifikanten Veränderungen der Sekundärstruktur geführt hat, wurde als nächstes das 
Verhalten der Mutanten in verschiedenen biologischen Assays wie der Chemotaxis und 
dem Monozytenarrest unter Flussbedingungen analysiert. Durch die strukturelle 
Charakterisierung war gewährleistet, dass die beobachteten Effekte nicht auf einem 
Verlust an genereller Strukturintegrität der Mutanten beruhten. 
Chemotaxis-Assay 
Es wurde bereits gezeigt, dass MIF über CXCR2 eine chemotaktische Wirkung auf 
Monozyten hat [20]. Im Folgenden wurde das Verhalten der pseudo-(E)LR Mutanten 
auf die Chemotaxis von Monozyten untersucht. Zu diesem Zweck wurden THP-1-
Zellen, eine monozytäre Zelllinie, eingesetzt. In einer modifizierten Boyden-Kammer, 
dem Transwell-System, wurde die Migration der Zellen durch 5 µm große Poren mit 
MIF in der unteren Kammer als chemotaktischen Stimulus in verschiedenen 
Konzentrationen beobachtet (Abbildung 2.13). Die Mutanten R12A-MIF und R12A-
D45A-MIF zeigten eine signifikant verringerte chemotaktische Aktivität im Vergleich 
zu WT-MIF. Die D45A-Mutante hingegen wies nur eine leicht reduzierte Aktivität auf, 
wobei die Reduktion aber nicht signifikant war. 
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Abbildung 2.13:  Effekt des pseudo-(E)LR-Motivs auf die CXCR2-vermittelte Chemotaxis von 
Monozyten. THP-1-Zellen wurden in die obere Kammer einer modifizierten Boyden-Kammer gegeben 
und migrierten in Richtung des MIF-Stimulus durch einen Filter mit 5 µm großen Poren in die untere 
Kammer. Es ist der chemotaktische Index gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. A: WT-MIF; B: 
R12A-MIF; C D45A-MIF; D R12A-D45A-MIF. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 5-6 
unabhängigen Experimenten ± SEM [135]. 
Zur Verdeutlichung wurde der chemotaktische Index bei 100 ng/ml MIF bzw. pseudo-
(E)LR Mutanten in Abbildung 2.14 dargestellt. Der chemotaktische Index von WT-MIF 
lag bei 1,75. Im Gegensatz dazu wurde für R12A-MIF und die Doppelmutante nur noch 
ein chemotaktischer Index von 1,25 ermittelt. Die Mutante D45A-MIF wies einen 
chemotaktischen Index von 1,4 auf, welches ebenfalls auf eine Reduktion des 
chemotaktischen Potentials hinweist. Diese ist aber weniger ausgeprägt als bei den 
anderen beiden Mutanten und statistisch nicht signifikant. Das pseudo-(E)LR-Motiv, 
insbesondere die Aminosäure Arg-12, ist demnach an der CXCR2-vermittelten 
Chemotaxis beteiligt. 
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Abbildung 2.14: Effekt des pseudo-(E)LR-Motivs bei der CXCR2-vermittelten Chemotaxis von 
Monozyten. THP-1-Zellen wurden in die obere Kammer einer modifizierten Boyden-Kammer gegeben 
und migrierten in Richtung des MIF-Stimulus durch einen Filter mit 5 µm großen Poren in die untere 
Kammer. Es ist der chemotaktische Index bei 100 ng/ml MIF bzw. pseudo-(E)LR Mutanten aufgetragen. 
Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 5-6 unabhängigen Experimenten ± SEM [135]. 
Monozytenarrest unter Flussbedingungen - in vitro 
Die Beteiligung von MIF an der atherosklerotischen Rekrutierung von Monozyten über 
CXCR2 wurde in vitro und in vivo bereits 2007 gezeigt [20]. Da eine eindeutige 
Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der CXCR2-Bindung sowie der Chemotaxis 
gezeigt wurde, sollte im nächsten Schritt das Verhalten der Mutanten bei der 
Monozytenrekrutierung untersucht werden. Um die Situation im Blut zu imitieren, 
wurde ein Monolayer von humanen aortalen Endothelzellen (HAoEC) als Endothel und 
die Zelllinie MM6 als Blutmonozyten eingesetzt (siehe Abschnitt 5.8.1). MIF und die 
Mutanten wurden auf dem Endothel immobilisiert und die MM6-Zellen mit 0,2 ml/min 
über die HAoECs geleitet. Nach zwei Minuten wurden die adhärenten Monozyten 
quantifiziert. Für WT-MIF konnten die bereits publizierten Ergebnisse eines ca. 
zweifachen Anstiegs adhärenter Monozyten reproduziert werden. Im Gegensatz dazu 
war keine der drei MIF-Mutanten in der Lage, eine Erhöhung des Monozytenarrests zu 
bewirken. Dies ist in Abbildung 2.15 dargestellt. Daraus folgt, dass das pseudo-(E)LR-
Motiv auch für die CXCR2-vermittelten Arrestfunktionen von MIF von großer 
Bedeutung ist. 
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Abbildung 2.15: CXCR2-vermittelter Monozytenarrest unter Flussbedingungen in vitro. Als Endothel 
dienten HAoECs, welche mit WT-MIF und den Mutanten für 2 h präinkubiert wurden. Als Monozyten 
wurde die MM6-Zelllinie verwendet, welche mit 0,2 ml/min (1,5 dyne/cm2) über die Endothelzellen 
geleitet wurden. Die adhärenten Zellen wurden nach zwei Minuten fotografiert und anschließend durch 
Auszählen quantifiziert. Die Werte wurden auf die adhärenten Monozyten in der Pufferkontrolle normiert 
und als relative Zunahme ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 7-9 unabhängigen 
Experimenten ± SEM [135].  
Monozytenarrest unter Flussbedingungen – ex vivo 
Da gezeigt wurde, dass das pseudo-(E)LR-Motiv bei der Monozytenrekrutierung über 
CXCR2 in vitro eine wichtige Rolle spielt, wurde im nächsten Schritt die Relevanz 
dieses Motivs bei der atherosklerotischen MM6-Rekrutierung ex vivo untersucht 
werden. Mif
–/-
Ldlr
-/-
-Mäuse entwickelten durch eine sehr fetthaltige Diät innerhalb 
weniger Wochen atherosklerotische Läsionen. Die zuvor herauspräparierte Karotide 
wurde auf einen Mikroskoptisch überführt und mit Hilfe von Kathetern mit MIF und 
den pseudo-(E)LR Mutanten für 90 min gespült. Für WT-MIF führte diese Behandlung 
wie erwartet zu einem signifikanten Anstieg adhärenter Monozyten. Wie schon zuvor 
bei den in vitro-Experimenten beobachtet, führte die Inkubation der Arterien mit R12A-
MIF und R12A-D45A-MIF zu einer signifikanten Reduktion adhärenter Monozyten im 
Vergleich zum Wildtyp. Die Werte lagen bei 25 % für R12A-MIF und etwa 60 % der 
Aktivität von WT-MIF für die Doppelmutante. Im Gegensatz dazu behielt die D45A-
Mutanten zum Großteil ihre Rekrutierungsaktivität. Ähnlich wie bei der 
chemotaktischen Aktivität war eine Reduktion der MIF-Aktivität zu erkennen, die aber 
statistisch nicht signifikant war. In Abbildung 2.16 sind die adhärenten Monozyten 
relativ zu WT-MIF für die unterschiedlichen MIF-Proteine aufgetragen. 
Diesen Ergebnissen zufolge ist das pseudo-(E)LR-Motiv, insbesondere R12, auch an der 
atherogenen Monozytenrekrutierung ex vivo beteiligt. Die Unterschiede der Mutation 
von Asp-45 zu Alanin bei der Monozytenrekrutierung in vitro und ex vivo könnten 
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demnach zum einen an der atherogenen Stimulation des ex vivo Modells sowie der 
unterschiedlichen MIF-Immobilisierung auf humanen Endothelzellen bzw. einer Maus-
Karotide beruhen.  
 
Abbildung 2.16: Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der CXCR2-vermittelten Monozyten-
rekrutierung in atherosklerotischen Karotiden. Karotiden von Mif–/–Ldlr–/– -Mäusen, die 6 Wochen lang 
auf eine fetthaltige Diät gesetzt wurden und atherosklerotische Läsionen entwickelt haben, wurden mit 
MIF bzw. den Mutanten gespült. Anschließend wurden MM6-Zellen durch die Arterie geleitet, die 
adhärenten Monozyten fotografiert und durch Auszählen quantifiziert. Die Werte wurden auf WT-MIF 
normiert und entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhängigen Experimenten ± SEM [135]. 
Infiltration von Neutrophilen im akuten Peritonitismodell in vivo 
Da das pseudo-(E)LR-Motiv an der atherogenen Monozytenrekrutierung über CXCR2 
beteiligt ist, sollte untersucht werden, ob es auch bei weiteren Entzündungsprozessen 
eine Rolle spielt. Dazu wurde durch den Einsatz von MIF eine akute peritoneale 
Entzündung induziert und die Infiltration von Neutrophilen quantifiziert [20]. C57BL/6 
Mäusen wurden intraperitoneal 200 ng MIF bzw. pseudo-(E)LR Mutanten injiziert. 
Nach 4 h wurden die Neutrophilen aus der Bauchhöhle vereint und mittels FACS-
Analyse quantifiziert. In Abbildung 2.17 ist die Neutrophileninfiltration als % der 
CD45-positiven Zellen dargestellt. Wie erwartet führte WT-MIF zur Infiltration von 
Neutrophilen in die Bauchhöhle. Im Gegensatz dazu wiesen sowohl R12A-MIF, als 
auch die Doppelmutante R12A-D45A-MIF keinen Einfluss auf die Rekrutierung von 
Neutrophilen ins Peritoneum auf. Durch die D45A-Mutante wurde sogar eine größere 
Menge Neutrophile rekrutiert, wobei der Wert allerdings nicht signifikant war. Durch 
den Einsatz des CXCR4-Inhibitors AMD3465 wurde gezeigt, dass die Aktivität von 
D45A-MIF über CXCR4 vermittelt wurde. Mit dem Inhibitor wurde die D45A-MIF 
vermittelte Infiltration von Neutrophilen komplett blockiert. Diese Ergebnisse weisen 
erneut auf die Relevanz des pseudo-(E)LR-Motivs, insbesondere von Arg-12 von MIF 
bei CXCR2-vermittelten Entzündungsprozessen hin.  
2  ERGEBNISSE 36 
 
Abbildung 2.17:  Rolle des pseudo-(E)LR-Motivs bei der MIF-vermittelten Neutrophileninfiltration im 
akuten Peritonitismodell in vivo. Je drei Mäusen pro Gruppe wurden 200 ng MIF bzw. pseudo-(E)LR 
Mutanten intraperitoneal injiziert. Der CXCR4-Inhibitor AMD3465 wurde zusammen mit den Proteinen 
gespritzt. Nach 4 h wurden die infiltrierten Neutrophilen durch Auswaschen der Bauchhöhle gewonnen 
und anschließend mittels FACS-Analyse quantifiziert. Die Daten wurden als % der CD45-positiven 
Zellen ausgedrückt und entsprechen dem Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten ± SEM [135]. 
2.1.2 MUTATION ZU D45E-MIF 
Das pseudo-(E)LR-Motiv von MIF besteht aus den Aminosäuren Arg-12 und Asp-45. 
Im Gegensatz zum ELR-Motiv der CXC-Chemokine ist demnach ein Aspartat- statt 
eines Glutamatrests beteiligt. Es stellte sich die Frage, wie sich die konservative 
Mutation des Asp-45 zu Glu-45 und damit eine größere Ähnlichkeit zum nativen ELR-
Motiv auswirken würde. Die Mutation wurde wie in 2.1.1.2 beschrieben über eine 
ortsgerichtete Mutagenese mit anschließender Transformation in XL10 durchgeführt. 
Die Expression erfolgte ebenfalls in BL21-(DE3) unter den zuvor beschriebenen 
Bedingungen. Auch für die Aufreinigung konnte dasselbe Protokoll wie für die anderen 
drei Mutanten verwendet werden. Wegen des geringen Unterschieds einer CH2-Gruppe 
zwischen Aspartat und Glutamat wurde von einer Konformation analog zu WT-MIF 
ausgegangen und die strukturellen Charakterisierungen nicht durchgeführt. 
2.1.2.1 KOMPETITION VON D45E-MIF MIT I125CXCL8 UM DIE BINDUNG AN CXCR2 
Die Bindungsaktivität von D45E an CXCR2 wurde ebenfalls über den in 2.1.1.5 
beschriebenen Kompetitions-Assay ermittelt. Es ließ sich ein leicht erhöhte Aktivität in 
der Wirkung als Kompetitor im Vergleich zu WT-MIF erkennen, was auf eine sehr 
ähnliche Bindungsaffinität hinweist. Der Unterschied war allerdings statistisch nicht 
signifikant.  
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Abbildung 2.18:  Kompetition von WT-MIF und D45E-MIF mit I125IL8 um die Bindung an CXCR2. 
HEK-CXCR2-Zellen wurden mit dem I
125
markierten CXCL8 und 1 µM WT-MIF bzw. D45E-MIF als 
Kompetitor inkubiert. Die Kompetition wurde in % der spezifischen I125CXCL8 Bindung ausgedrückt. 
Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 3-4 unabhängigen Experimenten ± SEM. 
2.1.2.2 MONOZYTENARREST UNTER FLUSSBEDINGUNGEN - IN VITRO 
Aufgrund der drastischen Effekte der pseudo-(E)LR Mutanten bei der Rekrutierung von 
Monozyten unter Flussbedingungen in vitro wurde dieser Assay auch für die D45E-
Mutante durchgeführt. Die Mutation zum Glutamat führt weder zu einer Reduktion 
noch zu einem Anstieg der Rekrutierungsaktivität von MIF.  
 
Abbildung 2.19:  CXCR2-vermittelter Monozytenarrest unter Flussbedingungen in vitro. Als Endothel 
dienten HAoECs, welche mit WT-MIF und D45E-MIF für 2 h präinkubiert wurden. Als Monozyten 
wurde die MM6-Zelllinie verwendet, welche mit 0,2 ml/min (1,5 dyne/cm2) über die Endothelzellen 
geleitet wurden. Die adhärenten Zellen wurden nach zwei Minuten fotografiert und anschließend durch 
Auszählen quantifiziert. Die Werte wurden auf die adhärenten Monozyten in der Pufferkontrolle normiert 
und als relative Zunahme ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 5 unabhängigen 
Experimenten ± SEM [135]. 
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2.1.3 SITE 1-BINDUNG 
In den vorherigen Abschnitten konnte die Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der 
Bindung von MIF an CXCR2 eindeutig nachgewiesen werden. Damit wurde die Site 2 
des two site binding models bestätigt. Die Interaktion des N-loop von Chemokinen mit 
den extrazellulären Domänen der Rezeptoren stellt die Site 1-Bindung dar. Der 
vorhergesagte N-like loop von MIF befindet sich im Bereich der Aminosäuren 47-56, 
die einen flexiblen Bereich zwischen den Strängen des β–Faltblatts bilden (Abbildung 
2.20).  
 
Abbildung 2.20:  Schematische Darstellung des N-like loop von MIF. Dieser befindet sich im Bereich um 
die Aminosäuren 47-56. 
Wie auch beim pseudo-(E)LR-Motiv liegen die Aminosäuren in der trimeren MIF-
Struktur an der Oberfläche. Auch wenn bioaktives MIF als Trimer vorliegt, können 
Interaktionen über den N-like loop stattfinden. In Abbildung 2.21 ist die Oberflächen-
darstellung des MIF-Trimers abgebildet. Das pseudo-(E)LR-Motiv ist in blau und der 
N-like loop in rot hervorgehoben. In den folgenden Abschnitten wird die Beteiligung 
eines N-like loops an der Rezeptorselektivität experimentell untersucht. 
 
Abbildung 2.21:  Oberflächendarstellung von MIF in seiner trimeren Form. Das pseudo-(E)LR-Motiv ist 
blau und der N-like loop in rot dargestellt. Das Bild wurde mit dem Programm PyMOL erstellt. 
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2.1.3.1 CIRCULARDICHROISMUSSTUDIEN VON MIF IM KOMPLEX MIT CXCR2-N-
TERMINUS 
Erste Hinweise auf die Beteiligung einer weiteren MIF/CXCR2-Bindungsstelle wurden 
über Circulardichroismusstudien von MIF im Komplex mit den N-terminalen 
Aminosäuren 5-43 von CXCR2 erhalten. Zunächst wurden die Einzelspektren von MIF 
und dem Peptid im Fern-UV Bereich (190-250 nm) aufgenommen und anschließend die 
mathematische Addition der beiden Spektren durchgeführt. Diese mathematische 
Addition entspricht dem erwarteten Spektrum, wenn es nicht zu einer 
interaktionsbedingten Konformationsänderung kommt. Anschließend wurde WT-MIF 
mit dem CXCR2-N-Terminus in den Verhältnissen 1:1, 1:2 und 1:3 gemischt und das 
Spektrum des Komplexes aufgezeichnet. In Abbildung 2.22 sind sowohl die 
mathematische Addition, als auch das Spektrum des Komplexes für die drei 
Verhältnisse abgebildet.  
 
Abbildung 2.22:  Circulardichroismus-Spektren der Konformationsänderungen von MIF im Komplex mit 
dem N-Terminus von CXCR2. Es wurden sowohl die Einzelspektren von WT-MIF also auch des CXCR2 
N-terminalen Peptids im Fern-UV aufgezeichnet und mathematisch addiert (schwarze Kurve). Zusätzlich 
wurde das CD-Spektrum von MIF mit dem CXCR2-N-Terminus im Komplex in verschiedenen 
Verhältnissen gemessen (rote Kurve). A: MIF:CXCR2 1:1; B: MIF:CXCR2 1:2; C: MIF:CXCR2 1:3. Die 
Spektren wurden jeweils im Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. 
Das CD-Signal konnte nicht in die molare Elliptizität umgerechnet werden, da die 
genaue Zusammensetzung des Komplexes aus MIF und CXCR2-N-Terminus nicht 
bekannt war. Bereits bei demselben Verhältnis von MIF zum N-terminalen Peptid von 
CXCR2 ließ sich ein Abweichen der mathematischen Addition vom gemessenen 
Spektrum des Komplexes erkennen. Diese deutete auf eine Konformationsänderung der 
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Sekundärstruktur von MIF durch die Interaktion mit dem N-Terminus von CXCR2 hin. 
Durch ein höheres Verhältnis des Peptids zu MIF wurde auch eine stärkere 
Konformationsänderung sichtbar. Es lag demnach eine Konzentrationsabhängigkeit der 
Konformation von MIF und dem Rezeptorpeptids vor. 
Die beobachtete Änderung der Sekundärstruktur von MIF im Komplex mit CXCR2-N-
Terminus deutet auf eine weitere Interaktionsstelle neben der des pseudo-(E)LR-Motivs 
hin. Zunächst musste aber ausgeschlossen werden, dass die Bindung des pseudo-(E)LR-
Motivs doch über den CXCR2-N-Terminus erfolgte und die in Abbildung 2.22 
dargestellte Konformationsänderung bewirkte. Zu diesem Zweck wurden die 
Circulardichroismusspektren erneut aufgenommen, dieses Mal unter Einsatz der 
Doppelmutante R12A-D45A-MIF für die bereits in Abschnitt 2.1.1.5 nachgewiesen 
wurde, dass sie nicht mehr an CXCR2 binden konnte. Die Ergebnisse dieses Versuches 
sind in Abbildung 2.23 erfasst. Es ließ sich ebenfalls ein Abweichen der 
mathematischen Addition von dem gemessenen Spektrum des Komplexes erkennen. 
Wie bei WT-MIF (Abbildung 2.22) verstärkte sich die Änderung der Sekundärstruktur 
bei höheren Verhältnissen des N-terminalen Peptids zur Doppelmutante R12A-D45A-
MIF. 
 
Abbildung 2.23:  Circulardichroismus-Spektren der Konformationsänderungen von R12A-D45A-MIF im 
Komplex mit dem N-Terminus von CXCR2. Es wurden sowohl die Einzelspektren von R12A-D45A-MIF 
also auch des CXCR2 N-Terminalen Peptids im Fern-UV aufgezeichnet und mathematisch addiert 
(schwarze Kurve). Zusätzlich wurde das CD-Spektrum von R12A-D45A-MIF mit dem CXCR2-N-
Terminus im Komplex in verschiedenen Verhältnissen aufgezeichnet (rote Kurve). A: R12A-D45A-
MIF:CXCR2 1:1; B: R12A-D45A-MIF:CXCR2 1:2; C: R12A-D45A-MIF:CXCR2 1:3. Die Spektren 
wurden jeweils im Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. 
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Ein direkter Vergleich der Spektren von WT-MIF und R12A-D45A-MIF im Komplex 
mit CXCR2-N-Terminus im dreifachen Überschuss ist in Abbildung 2.24 abgebildet. 
Die beiden Kurven weichen nicht voneinander ab. 
 
Abbildung 2.24:  Vergleich der Fern-UV CD-Spektren von WT-MIF (schwarz) und R12A-D45A (rot) im 
Komplex mit dem dreifachen Überschuss des CXCR2-N-Terminus. Die Spektren wurden jeweils im 
Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. 
Demnach ist das pseudo-(E)LR nicht an der Interaktion mit dem CXCR2-N-Terminus 
beteiligt. Es existiert folglich eine weitere MIF-Domäne, welche mit CXCR2 inter-
agiert. Nach dem two site binding model handelt es sich dabei vermutlich um den N-like 
loop, welcher für MIF in den folgenden Versuchen genauer charakterisiert wurde. 
2.1.3.2 PEPTIDARRAY 
Die nähere Charakterisierung der zweiten MIF/CXCR2-Bindungsdomäne, welche in 
2.1.3.1 identifiziert wurde, erfolgte über einen Peptidarray. Zunächst wurden Peptide 
der gesamten MIF- oder CXCR2-Sequenz direkt auf eine Amino-Zellulose-Membran 
synthetisiert. Die Peptide bestanden aus 15 Aminosäuren und waren in ihrer Sequenz 
um jeweils drei Aminosäuren versetzt. Diese Streifen wurden mit biotinylierten 
Proteinen über Nacht inkubiert und wie ein Western Blot behandelt. Zur Detektion 
wurden die Streifen mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin inkubiert und 
anschließend unter Benutzung des ECL-Systems detektiert.  
Interaktion von MIF und CXCR2-N-Terminus mit MIF-Peptiden 
Zunächst wurde überprüft, ob mit Hilfe der Peptidstreifen die mittels Strukturanalyse 
ermittelten Daten bestätigt werden konnten. Zu diesem Zweck wurde die Interaktion 
von Biotin-MIF mit den MIF-Peptiden analysiert. Es wurde gezeigt, dass die Interaktion 
zwischen den Monomeren über die zwei äußeren β-Stränge (β2 und β5) stattfindet, die 
mit β-Strängen benachbarter Monomere (β3 und β6) interagieren [67]. Demnach sind 
die Aminosäuren 38-44, 48-50, 96-102 und 107-109 beteiligt. Zusätzlich finden auch 
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Interaktionen zwischen einer α-Helix (α2) und dem C-Terminus, demnach Aminosäuren 
73-81 und 111-113 statt (Abbildung 2.25) [67].  
 
Abbildung 2.25:   Verknüpfungsmuster der MIF-Monomere über Wasserstoffbrückenbindungen. Die 
Interaktion zwischen den Untereinheiten findet über die Hauptkette des viersträngigen β-Faltblatts und 
den zwei kurzen β-Strängen der benachbarten Monomere statt. Die drei Untereinheiten wurden mit A, B 
und C gekennzeichnet [67].  
Um dies mit dem Peptidarray zu bestätigen wurde der Streifen, auf dem die MIF-
Peptide synthetisiert worden waren, mit biotinyliertem WT-MIF inkubiert. Die 
Detektion mit Streptavidin-POD ergab das in Abbildung 2.26 A dargestellte Ergebnis. 
Das Biotin-MIF interagierte mit den kurzen MIF-Peptiden im Bereich von Aminosäure 
31-51, 58-87 und 88-108. Dies entspricht den β-Strängen β2, β3, β5, β6 und der Helix 
α2. Demnach konnten die MIF/MIF-Interaktionsstellen zuverlässig identifiziert und die 
Peptidstreifen zur weiteren Untersuchung der MIF/CXCR2-Bindungsdomänen 
eingesetzt werden. 
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Der MIF-Streifen wurde mit dem biotinylierten Peptid des CXCR2-N-Terminus 
inkubiert und, wie zuvor für Biotin-MIF beschrieben, die Detektion erfolgte über 
Streptavidin-POD (Abbildung 2.26 B). Der N-Terminus von CXCR2 interagierte 
besonders mit Aminosäuren 1-15, 64-90, 88-102 und 94-108. Schwächere Interaktionen 
fanden im Bereich 28-45, 43-60 und 55-75 statt. Die erwartete N-like loop Region im 
Bereich 47-56 interagiert nur schwach mit dem CXCR2-N-Terminus. Dies liegt unter 
Umständen daran, dass eher die Konformation des loops als die reine Sequenz von 
Bedeutung für die Interaktion ist und diese bei den kurzen synthetisierten Peptiden nicht 
vorliegen konnte. 
 
Abbildung 2.26:  Interaktion von Biotin-MIF und dem biotinylierten N-Terminus von CXCR2 mit 15er 
MIF-Peptiden auf einer Amino-Zellulose-Membran. Die MIF-Peptide waren um jeweils drei Amino-
säuren in ihrer Sequenz versetzt und wurden direkt auf die Membran synthetisiert. Die Streifen wurden 
mit 1 µM Biotin-MIF (A) bzw. 1 µM Biotin-CXCR2-N-Terminus (B) inkubiert. Die Detektion erfolgte 
nach Inkubation mit Streptavidin-POD unter Benutzung des ECL-Systems.  
Zusätzlich zu den MIF-Peptiden wurden auch für CXCR2-Peptide die potentiellen 
Interaktionsdomänen auf die Amino-Zellulose-Membran synthetisiert. Dies entsprach 
dem N-Terminus sowie den extrazellulären Domänen 1-3 (extracellular loop, EL1-3) 
und ermöglichte die Verwendung von biotinyliertem, nativ gefaltetem MIF. Die 
Inkubation des CXCR2-Streifens mit Biotin-WT-MIF ergab das in Abbildung 2.27 A 
gezeigte Interaktionsmuster. MIF interagierte in Übereinstimmung mit dem postulierten 
two site binding model mit dem N-Terminus von CXCR2 sowie mit dessen EL1-, EL2- 
und EL3-Regionen.  
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Abbildung 2.27:  Interaktion von Biotin-MIF und Biotin-R12A-D45A-MIF mit 15er CXCR2-Peptiden, 
die auf eine Amino-Zellulose-Membran synthetisiert wurden. Die CXCR2-Peptide waren um jeweils drei 
Aminosäuren in ihrer Sequenz versetzt und entsprachen dem N-Terminus (N-term) und den 
extrazellulären Domänen 1-3 (EL1-3). Die Streifen wurden mit 1 µM Biotin-MIF (A) bzw. 1 µM Biotin-
R12A-D45A-MIF (B) inkubiert. Die Detektion erfolgte nach Inkubation mit Streptavidin-POD unter 
Benutzung des ECL-Systems. 
Nach dem Modell findet die Interaktion mit den extrazellulären loops von CXCR2 über 
das pseudo-(E)LR-Motiv statt und der N-like loop bindet an den N-Terminus des 
Rezeptors. Um dies zu überprüfen, wurde ein zweiter Streifen mit denselben CXCR2-
Peptiden mit der biotinylierten Doppelmutante R12A-D45A-MIF inkubiert. In 
Abbildung 2.27 B ist das Ergebnis dieses Experiments abgebildet. In der Tat sind keine 
Interaktionen der Doppelmutante mit dem EL3 und der Hälfte von EL2 mehr zu sehen. 
Allerdings bindet R12A-D45A-MIF immer noch an den EL1 und den Beginn von EL2 
und zusätzlich scheint die Interaktion mit dem ersten Peptid des N-Terminus 
geschwächt worden zu sein. Insgesamt zeigte dieses Ergebnis, dass MIF nicht nur über 
das pseudo-(E)LR-Motiv mit CXCR2 interagiert und die Existenz eines two site binding 
models wurde damit weiter bestätigt. Die Interaktion mit dem N-Terminus von CXCR2 
und EL1 sowie Teilen von EL2 finden über weitere MIF-Domänen, wahrscheinlich dem 
N-like loop statt. Aufgrund möglicher Einschränkungen der Konformation, die die 
Peptide auf der Membran einnehmen können, wurde für die weitere Charakterisierung 
der zweiten MIF/CXCR2-Interaktionsstelle neben dem pseudo-(E)LR-Motiv der MIF-
induzierte Monozytenarrest unter Flussbedingungen betrachtet. 
2.1.3.3 EINFLUSS VON MIF-PEPTIDEN AUF DEN MIF-INDUZIERTEN 
MONOZYTENARREST UNTER FLUSSBEDINGUNGEN 
Die N-like loop Region von MIF im Bereich der Aminosäuren 47-56 wurde aufgrund 
von Strukturvergleichen mit dem N-loop von CXCL8 postuliert. Dieser Bereich konnte 
allerdings über Analysen mit dem Peptidarray nicht direkt bestätigt werden. Dennoch 
wurde ein 10er-Peptid dieser Region synthetisiert. In den bereits in Abschnitt 2.1.1.6 
beschriebenen Versuchen der Monozytenadhäsion unter Flussbedingungen in vitro 
wurde das Peptid als Kompetitor zu MIF eingesetzt und zusammen mit MIF auf den 
Endothelzellen inkubiert. Anschließend wurden die MM6-Zellen über den Monolayer 
geleitet und die adhärenten Zellen quantifiziert. In Abbildung 2.28 lässt sich eine 
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peptidabhängige Abnahme der adhärenten Monozyten erkennen. Das Peptid 47-56 
wirkt demnach antagonistisch zu MIF, wobei unklar ist, ob es an den Rezeptor oder an 
MIF selbst bindet. Ab einer Konzentration von 1 µM war eine signifikante Reduktion 
adhärenter Monozyten zu erkennen, und bei der höchsten eingesetzten Peptid-
konzentration von 5 µM wurde der MIF-induzierte Monozytenarrest komplett inhibiert 
und die Werte entsprechen denen der Pufferkontrollen. Das Peptid 47-56 des N-like 
loops wirkt demnach inhibierend auf die MIF/CXCR2-Interaktion. 
 
Abbildung 2.28:  Einfluss des MIF-Peptids 47-56 auf den MIF-induzierten Monozytenarrest unter 
Flussbedingungen in vitro. Die humanen aortalen Endothelzellen wurden mit WT-MIF und dem Peptid 
47-56 für 2 h präinkubiert. Die MM6-Zellen wurden mit einer Flussrate von 0,2 ml/min (1,5 dyne/cm2) 
über die Endothelzellen geleitet. Anschließend wurden die adhärenten Zellen nach zwei Minuten 
fotografiert und durch Auszählen quantifiziert. Die Werte wurden auf die adhärenten Monozyten in der 
Pufferkontrolle normiert und als relative Zunahme ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten 
aus 6 unabhängigen Experimenten ± SEM. Die Signifikanzen wurden in Bezug auf MIF ohne Peptid 
berechnet (* =  p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). 
Es sollte weiterhin untersucht werden, ob sich noch potentere Inhibitoren aus der MIF-
Sequenz ableiten ließen. Dazu wurden weitere 10er-Peptide im Bereich MIF 40-60 
synthetisiert und im Monozytenarrest-Assay eingesetzt. Es wurden jeweils 5 µM des 
Peptids mit 4 nM WT-MIF auf den HAoECs inkubiert. In Abbildung 2.29 sind die 
Ergebnisse zusammengefasst. Das Peptid 47-56 zeigte die stärkste Kompetitions-
wirkung und führte, wie bereits gezeigt, zu einem kompletten Verlust des MIF-
induzierten Monozytenarrests. Allerdings wiesen auch andere Peptide eine kompetitive 
Wirkung zu WT-MIF auf. Die Peptide 40-49 und 42-51 führen zu einer Reduktion um 
ca. 90 %. Auch das 13er Peptide 45-57 führte zu einer signifikanten Reduktion 
adhärenter Monozyten im Vergleich zur Kontrolle. Andere Peptide hingegen führten 
nur zu einer geringen Reduktion adhärenter Monozyten. Der Einsatz von 46-55 führte 
zu einer relativen Zunahme adhärenter Monozyten auf 1,4. Die 10er Peptide, die 48-57 
bis 51-60 führen nicht zur Reduktion adhärenter Monozyten und die Werte lagen bei 
1,6-1,8. Sie wiesen demnach keine signifikante kompetitive Wirkung auf. 
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Abbildung 2.29:  Einfluss verschiedener MIF-Peptide des N-like loops auf den MIF-induzierten Mono-
zytenarrest unter Flussbedingungen in vitro. Die HAoECs wurden mit 50 ng/ml WT-MIF und 5 µM 
Peptide für 2 h präinkubiert. Die MM6-Zellen wurden mit 0,2 ml/min (1,5 dyne/cm2) über die Endothel-
zellen geleitet. Anschließend wurden die adhärenten Zellen nach zwei Minuten fotografiert und durch 
Auszählen quantifiziert. Die Werte wurden auf die adhärenten Monozyten in der Pufferkontrolle normiert 
und als relative Zunahme ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 3-4 unabhängigen 
Experimenten ± SEM. Signifikanzen wurden in Bezug auf MIF+scr47-56 berechnet (* =  p < 0,05; ** = p 
< 0,01; *** = p < 0,005). 
Zusätzlich zu den spezifischen Peptiden wurde zur Kontrolle auch das scr47-56 Peptid 
eingesetzt. Dabei handelt es sich um ein Peptid mit einer zufälligen Anordnung der 
Aminosäuren 47-56. Das Kontrollpeptid führte nicht zum Verlust des MIF-induzierten 
Monozytenarrests. Die zuvor beobachteten Effekte waren demnach sequenzspezifisch. 
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Zusätzlich sollte ein potentieller agonistischer Effekt der Peptide auf den Monozyten-
arrest untersucht bzw. ausgeschlossen werden. Für diesen Versuch wurden CHO-
ICAM-1-Zellen eingesetzt. Für diese Zellen wurde bereits der MIF-induzierte 
Monozytenarrest gezeigt. Es handelt sich dabei um ein gutes Modellsystem [20]. Die 
CHO-ICAM-1-Zellen wurden ohne MIF nur mit 5 µM der Peptide für 2 h inkubiert und 
der Versuch anschließend wie zuvor beschrieben durchgeführt (Abbildung 2.30). Die 
Peptide übten keine statistisch signifikanten Effekte aus. 
 
Abbildung 2.30:  Untersuchung einer möglichen agonistischen Wirkung der MIF-Peptide im 
Monozytenarrest-Assay. Die CHO-ICAM-1-Zellen wurden mit 5 µM der MIF-Peptide für 2 h bei 37 °C 
inkubiert. Die MM6-Zellen wurden mit 0,2 ml/min (1,5 dyne/cm2) über die Endothelzellen geleitet. 
Anschließend wurden die adhärenten Zellen nach zwei Minuten fotografiert und durch Auszählen 
quantifiziert. Die Werte wurden auf die adhärenten Monozyten in der Pufferkontrolle normiert und 
demnach als relative Zunahme ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 4-5 
unabhängigen Experimenten ± SEM. 
2.1.3.4 CAMP-ASSAY 
Eine weitere Methode, um den inhibierenden Effekt der MIF-Peptide auf die 
MIF/CXCR2-Interaktion zu messen, ist der cAMP-Assay. Da es sich bei CXCR2 um 
einen Gαi-gekoppelten Rezeptor handelt, führt die Stimulation des Rezeptors mit seinen 
Liganden zu einem inhibitorischen Effekt auf die Adenylylzyklase [140,141]. In der 
vorliegenden Arbeit sollte der cAMP-Assay zunächst für MIF etabliert und 
anschließend die Peptide auf agonistische sowie kompetitive Wirkung untersucht 
werden. Die cAMP-Konzentration wurde mit dem cAMP HitHunter
TM
 cAMP XS+ Kit 
nach Herstellerangaben über die Enzym-Fragment-Komplementation gemessen (siehe 
5.4.2). Generell wurden die Zellen zunächst in IBMX-haltigem Medium mit Forskolin 
stimuliert. So wurde die cAMP-Produktion aktiviert und durch das IBMX die cAMP-
degradierende Phosphodiesterase (PDE) blockiert. Anschließend erfolgte die Inkubation 
der Zellen mit MIF und den Peptiden und die cAMP-Messung erfolgte über die 
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Fragmentkomplementierung. Zunächst musste eine geeignete Zelllinie und die richtigen 
Inkubationsverhältnisse bestimmt werden. Es wurden transient mit CXCR2 transfizierte 
HL-60, stabile HEK293-CXCR2 sowie MM6- und THP-1-Zellen untersucht. FACS-
Analysen haben gezeigt, dass sowohl MM6- als auch THP-1-Zellen (Abbildung 2.31) 
CXCR2 in großen Mengen auf ihrer Oberfläche exprimieren. Des Weiteren exprimieren 
sie auch die anderen beiden MIF-Rezeptoren CXCR4 und CD74. 
 
Abbildung 2.31: Oberflächenexpression von CXCR2, CXCR4 und CD74 auf der Oberfläche von THP-1-
Zellen. Die Expression wurde mittels FACS-Analyse mit FITC-markierten Antikörpern überprüft. Es 
wurde die Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensität aufgetragen: IgG-Kontrolle: grau, anti-CXCR2: blau, 
anti-CXCR4: grün, anti-CD74: rot. 
Die THP-1-Zellen stellten sich als geeignete Zellen heraus und es wurden 20.000 pro 
Ansatz eingesetzt, um gut messbare cAMP-Konzentrationen zu erhalten. Die besten 
Ergebnisse wurden erzielt, wenn MIF und die Peptide 30 min bei 37 °C mit den Zellen 
inkubiert und das Chemilumineszenzsignal 2 h nach dem letzten Schritt detektiert 
wurde. Im Folgenden wurde der Effekt von WT-MIF auf die CXCR2-induzierte cAMP-
Reduktion untersucht. Die THP-1-Zellen wurden mit 1 nM bis 2 µM MIF inkubiert und 
es zeigte sich eine dosisabhängige Abnahme der cAMP-Spiegel (Abbildung 2.32). Die 
höchste MIF-Konzentration führte zu einer Reduktion des cAMP-Spiegels auf 58 % der 
Kontrolle. Für die folgenden Versuche wurden 2 µM MIF eingesetzt.  
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Abbildung 2.32: Reduktion des intrazellulären cAMP nach Stimulation von CXCR2 mit MIF. 20.000 
THP-1-Zellen wurden mit 100 µM Forskolin, 0,5 mM IBMX und unterschiedlichen MIF-
Konzentrationen für 30 min bei 37°C inkubiert und die cAMP-Konzentration mit Hilfe des HitHunter 
cAMP Kits detektiert. Die abgebildeten Daten wurden relativ zur Kontrolle umgerechnet und entsprechen 
zwei unabhängigen Experimenten ± SEM. 
Die kurzen MIF-Peptide wurden nun auch im cAMP-Assay auf eine potentielle 
agonistische Wirkung untersucht. Es wurde die höchste in diesem Versuch mögliche 
Konzentration eingesetzt, welche 166 µM entsprach. Als Negativkontrolle diente ein 
Ansatz, bei dem weder MIF-Peptide noch MIF hinzugegeben wurden und als 
Positivkontrolle wurden 2 µM WT-MIF eingesetzt. Die in diesem Versuch untersuchten 
11 Peptide wiesen wie auch bei den Monozytenarrest-Assays keine agonistische 
Wirkung auf (Abbildung 2.33). Der relative cAMP-Spiegel blieb bei Zugabe des MIF-
Peptids im Vergleich zur Kontrolle unverändert. 
 
Abbildung 2.33:  Untersuchung eines potenziellen direkten Einflusses von MIF-Peptide auf die intrazellu-
lären cAMP-Konzentrationen. 20.000 THP-1-Zellen wurden mit 100 µM Forskolin, 0,5 mM IBMX und 
166 µM MIF-Peptiden für 30 min bei 37°C inkubiert. Alle Werte wurden auf die Pufferkontrolle 
normiert. Als Positivkontrolle wurden 2 µM WT-MIF eingesetzt. Die Daten entsprechen den Mittel-
werten aus 4-6 unabhängigen Experimenten ± SEM. Die Signifikanz wurde in Bezug auf die 
Pufferkontrolle berechnet (*** =  p < 0,001).  
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Da keines der Peptide die CXCR2-induzierte cAMP-Abnahme bewirkte, wurde im 
folgenden Versuch ihre MIF-antagonistische Wirkung gemessen. Es sollte untersucht 
werden, welche Peptide kompetitiv auf die MIF/CXCR2-Interaktion wirken. 2 µM MIF 
wurden zusammen mit 166 µM der Peptide und damit dem 80-fachen Überschuss 
inkubiert. Der tausendfache Überschuss wie bei den Adhäsionsversuchen konnte mit 
dem cAMP-Assay nicht erreicht werden, da in diesem Assay bereits eine hohe MIF-
Konzentration zur Erzielung signifikanter Effekte eingesetzt wurde. Die Ergebnisse sind 
in Abbildung 2.34 zusammengefasst.  
 
Abbildung 2.34: Antagonistische Wirkung der MIF-Peptide. 20.000 THP-1-Zellen wurden für 30 min 
bei 37°C mit 0,5 mM IBMX, 100 µM Forskolin, 2 µM MIF und 166 µM MIF-Peptiden inkubiert. Die 
dargestellten Daten repräsentieren den Mittelwert aus 4-10 unabhängigen Experimenten ± SEM. Die 
Signifikanzen wurden im Vergleich zu MIF ohne Peptidinkubation berechnet (* = p<0,05).  
Bei den MIF-Peptiden 40-49, 47-56 und scr47-56 ließ sich im Vergleich zu MIF ein 
signifikanter Anstieg der cAMP-Konzentration von 52 % auf 70-75 % erkennen. Alle 
anderen Peptide zeigten gegenüber der MIF-Kontrolle keine signifikante Änderung der 
cAMP-Konzentration. Das Peptid 47-56 zeigt demnach erneut eine kompetitive 
Wirkung zu MIF und auch 40-49 zeigte bereits bei den Monozytenarrest-Assays eine 
MIF-antagonistische Wirkung.  
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Für eine genauere Charakterisierung der als Antagonisten wirkenden Peptide, wurde 
eine Dosis-Wirkungs-Kurve mit dem MIF-Peptid 40-49 durchgeführt. Abbildung 2.35 
zeigt die Mittelwerte aus vier unabhängigen Versuchen.  
 
Abbildung 2.35:  Dosisabhängigkeit des antagonistischen Effekts von MIF 40-49 auf die MIF-induzierte 
Inhibition der cAMP-Ausschüttung. 20.000 THP-1-Zellen wurden für 30 min bei 37°C mit 0,5 mM 
IBMX, 100 µM Forskolin, 2 µM MIF und unterschiedlichen MIF-Peptid-Konzentrationen inkubiert. Die 
dargestellten Daten repräsentieren den Mittelwert aus vier unabhängigen Experimenten ± SEM. Die 
Signifikanzen wurden im Vergleich zu MIF ohne Peptidinkubation berechnet (* = p<0,05). 
Dort ist eine dosisabhängige Wirkung des MIF-Peptids zu sehen. Mit steigender 
Konzentration des MIF-Peptids 40-49 steigt auch die cAMP-Freisetzung in den THP-1-
Zellen. Das Peptid 40-49 stört demnach die MIF/CXCR2-Interaktion und die MIF-
induzierte Hemmung der Adenylylzyklase wird wieder aufgehoben. 
2.1.3.5 KOMPETITION DER N-LIKE LOOP PEPTIDE MIT MIF UM DIE BINDUNG AN 
CXCR2 IM I
125
CXCL8 KOMPETITIONS-ASSAY  
Durch die Synthese der N-like loop Peptide und deren Einsatz im Monozytenarrest-
Assay und mit Hilfe des cAMP-Assays konnten bereits wertvolle Hinweise auf die 
Beteiligung einer weiteren Bindungsdomäne von MIF an der CXCR2-Bindung erhalten 
werden. Um diese Site 1-Interaktion weiter zu bestätigen wurden die Peptide auch in 
den Kompetitions-Assay mit I
125
CXCL8-Tracer eingesetzt. Dabei sollten sie die 
Kompetitionswirkung von MIF ihrerseits wieder aufheben. Demnach wurde wiederum 
eine stärkere Bindung des I
125
CXCL8 an CXCR2 durch den Einsatz der Peptide im 
Vergleich zu WT-MIF alleine erwartet. Es wurden das Kontrollpeptid scr47-56 sowie 
fünf weitere Peptide eingesetzt: 40-49, 46-55, 47-56, 48-57 und 50-59 (Abbildung 
2.36).  
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Abbildung 2.36: Kompetition von MIF-Peptiden mit MIF um die Bindung an CXCR2, gemessen im 
I125CXCL8 Kompetitions-Assay. HEK-CXCR2-Zellen wurden mit dem I125-markierten CXCL8, 1 µM 
WT-MIF und 100 µM der N-like loop Peptide inkubiert. Die Kompetition wurde in % der spezifischen 
I125CXCL8-Bindung ausgedrückt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhängigen 
Experimenten ± SEM. (* =  p < 0,01) 
Die Kontrolle mit WT-MIF führte wie zuvor bereits gezeigt zu einer Reduktion von 
gebundenem I
125
CXCL8 um etwa 50 %. Der Einsatz des Kontrollpeptids scr47-56 
zusammen mit WT-MIF führte zu keiner Veränderung. Wie auch in den cAMP-Assays 
und beim Monozytenarrest, zeigten 48-57 und 50-59 ebenfalls keine kompetitive 
Wirkung zu MIF. Allerdings zeigte der Einsatz von 40-49, 46-55 und 47-56 eine MIF-
antagonistische Wirkung und es wurde mehr I
125
CXCL8 gebunden, da die kompetitive 
Wirkung von MIF blockiert wurde. Die Werte stiegen von 53 % für WT-MIF auf 71 % 
für 40-49, 81 % für 46-55 und 84 % für 47-56. Statistisch signifikant war allerdings nur 
die Inkubation mit 46-55 und 47-56. Diese beiden Peptide waren auch bereits in den 
beiden zuvor durchgeführten Experimentalsystemen durch ihre antagonistische 
Wirkung aufgefallen. 
2.1.3.6 WIRKUNG VON 47-56 IM IN VIVO LEUKOZYTENARREST  
Aufgrund des antagonistischen Effekts von 47-56 in allen durchgeführten Versuchen, 
sollte der Einfluss auf den Leukozytenarrest in atherosklerotischen Karotiden untersucht 
werden. Es wurden ApoE
–/–
-Mäuse eingesetzt, die durch eine 6-wöchige Diät mit 21 % 
Fettanteil atherosklerotische Läsionen entwickelt haben. Diesen Tieren wurden 
entweder 47-56 oder die Kontrolle scr47-46 über drei Tage intraperitoneal injiziert. 
Anschließend wurden über die in vivo-Mikroskopie der Karotide, die adhärenten, zuvor 
mit Rhodamin gefärbten, Leukozyten quantifiziert. In Abbildung 2.37 ist das Ergebnis 
dieses Versuchs abgebildet. 
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Abbildung 2.37: Wirkung des MIF-Peptids 47-56 auf die Leukozytenrekrutierung in atherosklerotischen 
Karotiden in vivo. Es wurden ApoE–/–-Mäusen für 6 Wochen mit einer fetthaltigen Diät gesetzt gefüttert. 
Anschließend wurde ihnen über drei Tage je 100 µg 47-56 bzw. scr47-56 intraperitoneal injiziert. Für die 
in vivo Mikroskopie der Karotide, wurden die Mäuse betäubt und die Karotide heraus präpariert. Die 
Leukozyten wurden durch die Infektion von Rhodamin-6 gefärbt und nach 30 min die adhärenten 
Leukozyten in 10 verschiedenen Mikroskopfeldern entlang der Karotide quantifiziert. Die Werte 
entsprechen den Mittelwerten ± SEM. 
Es waren deutliche Unterschiede, zwischen der Kontrolle und dem spezifischen Peptid 
47-56 zu sehen. Bei den Mäusen, die mit dem Kontrollpeptid behandelt wurden, 
adhärierten ungefähr 5,2 Leukozyten pro betrachteten Teil der Karotide. Im Gegensatz 
dazu war nach Behandlung mit 47-56 eine deutliche Reduktion auf 1,1 Leukozyten pro 
ausgezählten Feld erkennen. Das Peptid 47-56 ist demnach in der Lage auch in vivo die 
MIF/CXCR2-Interaktion zu stören und somit zur Reduktion der Leukozyten-
rekrutierung zu führen. Dies deutet bereits auf eine potentielle therapeutische 
Bedeutung des Peptids hin. 
2.2 BINDUNG AN CXCR4 
Für die Bindung des einzigen identifizierten endogenen Liganden von CXCR4, 
CXCL12, wird wie für die anderen Chemokin/Rezeptor-Interaktionen ein two site 
binding model angenommen [36,52]. Für die Site 1-Bindung interagiert die N-loop 
Region von CXCL12 mit dem CXCR4-N-Terminus und dient als erste Kontaktstelle 
zwischen Ligand und Rezeptor. Die Interaktion der Site 2 findet über die ersten beiden 
Aminosäuren Lys-1 und Pro-2 mit einer Transmembrandomäne des Rezeptors statt und 
ist auch für die Bindungsaffinität und Rezeptoraktivierung verantwortlich. Das Modell 
für die CXCR4/CXCL12-Interaktion postuliert eine Konformationsänderung des 
Rezeptors in Folge der Site 2-Interaktion, welche wiederum die Bindung über den N-
Terminus des Liganden zulässt [36,49-51]. 
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2.2.1 CIRCULARDICHROISMUS-SPEKTROSKOPIE 
Zunächst wurde mittels Fern-UV CD-Spektroskopie analysiert, ob eine Interaktion 
zwischen MIF und dem CXCR4-N-Terminus analog zum CXCR2-N-Terminus (2.1.3.1) 
vorlag. Das Peptid des CXCR4-N-Terminus setzte sich aus den Aminosäuren 1-27 
zusammen. Wie zuvor beschrieben, wurden zunächst die Einzelspektren von MIF und 
dem Peptid im Fern-UV-Bereich aufgenommen und anschließend die mathematische 
Addition der beiden Spektren durchgeführt. Anschließend wurde WT-MIF mit dem 
CXCR4-N-Terminus in den Verhältnissen 1:1, 1:2 und 1:3 gemischt und das Spektrum 
des Komplexes aufgezeichnet (Abbildung 2.38). Das CD-Signal konnte nicht in die 
molare Elliptizität umgerechnet werden, da die genaue Zusammensetzung des 
Komplexes aus MIF und CXCR4-N-Terminus nicht bekannt war. Auch im Komplex 
mit dem CXCR4-N-Terminus ließ sich eine Konformationsänderung der MIF-Struktur 
erkennen. Diese war allerdings nicht so stark ausgeprägt wie nach Interaktion mit dem 
CXCR2-Peptid. Dennoch war eindeutig eine Konzentrationsabhängigkeit des Peptids zu 
erkennen. 
 
Abbildung 2.38:  Circulardichroismus-Spektren der Konformationsänderungen von MIF im Komplex mit 
dem N-Terminus von CXCR4. Es wurden sowohl die Einzelspektren von WT-MIF also auch des CXCR4 
N-terminalen Peptids im Fern-UV-Bereich aufgezeichnet und mathematisch addiert (schwarze Kurve). 
Zusätzlich wurde das CD-Spektrum von MIF mit dem CXCR4-N-Terminus im Komplex in 
verschiedenen Verhältnissen aufgezeichnet (rote Kurve). A: MIF:CXCR4 1:1; B: MIF:CXCR4 1:2; C: 
MIF:CXCR4 1:3. Die Spektren wurden jeweils im Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt 
und geglättet. 
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Um zu untersuchen, ob das pseudo-(E)LR-Motiv eine Rolle bei der Interaktion mit dem 
CXCR4-N-Terminus spielt, wurden die CD-Spektren erneut aufgenommen, aber dieses 
Mal mit der Doppelmutante R12A-D45A-MIF. Abbildung 2.39 zeigt die Ergebnisse 
dieses Versuches. Es ließ sich ebenfalls wieder ein Abweichen der mathematischen 
Addition von dem gemessenen Spektrum des Komplexes erkennen. Wie bei WT-MIF 
verstärkte sich die Änderung der Sekundärstruktur bei höheren Verhältnissen des N-
terminalen Peptids zur Doppelmutante R12A-D45A-MIF.  
 
Abbildung 2.39:  Circulardichroismus-Spektren der Konformationsänderungen von R12A-D45A-MIF im 
Komplex mit dem N-Terminus von CXCR4. Es wurden sowohl die Einzelspektren von R12A-D45A-MIF 
also auch des CXCR4 N-terminalen Peptids im Fern-UV aufgezeichnet und mathematisch addiert 
(schwarze Kurve). Zusätzlich wurde das CD-Spektrum von R12A-D45A-MIF mit dem CXCR4-N-
Terminus im Komplex in verschiedenen Verhältnissen aufgezeichnet (rote Kurve). A: R12A-D45A-
MIF:CXCR4 1:1; B: R12A-D45A-MIF:CXCR4 1:2; C: R12A-D45A-MIF:CXCR4 1:3. Die Spektren 
wurden jeweils im Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. 
Der direkte Vergleich der Spektren von WT-MIF und R12A-D45A-MIF im Komplex 
mit CXCR4-N-Terminus im dreifachen Überschuss (Abbildung 2.40) zeigte eine 
perfekte Übereinstimmung der beiden Kurven. Demnach ist das pseudo-(E)LR-Motiv 
nicht einmal zu einem geringen Teil an der Interaktion mit dem CXCR4-N-Terminus 
beteiligt. 
2  ERGEBNISSE 56 
 
Abbildung 2.40:  Vergleich der Fern-UV CD-Spektren von WT-MIF (schwarz) und R12A-D45A (rot) im 
Komplex mit dem dreifachen Überschuss des CXCR2-N-Terminus. Die Spektren wurden jeweils im 
Triplikat aufgenommen und anschließend gemittelt und geglättet. 
2.2.2 FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE 
Die Interaktionen von MIF mit dem CXCR4-N-Terminus sollten in einem sensitiveren 
Assay noch einmal bestätigt werden und zu diesem Zweck wurde in einer Kooperation 
mit dem Wissenschaftszentrum Weihenstephan der TU München die Fluoreszenz-
spektroskopie eingesetzt. Mittels dieser Spektroskopie-Methode können feinere 
Konformationsänderungen detektiert werden als mit der CD-Spektroskopie. Es wurden 
Titrationen von Alexa488-markiertem MIF mit dem CXCR4-N-Terminus in 
zunehmendem Verhältnis durchgeführt (Daten nicht gezeigt). Es war eine starke 
Abhängigkeit der Fluoreszenz von der Konzentration des CXCR4-Peptids zu erkennen. 
Durch die steigende Konzentration des Peptids erfolgte ein systemischer Anstieg der 
Emission. Diese Ergebnisse zeigten erneut, dass MIF mit dem Rezeptorfragment 
wechselwirkt. 
2.2.3 PEPTIDARRAY 
Die Beteiligung anderer Domänen, neben dem N-Terminus von CXCR4, an der 
Interaktion mit MIF wurde unter Verwendung des Peptidarrays untersucht. Wie in 
Abschnitt 2.1.3.2 beschrieben, wurden auch die extrazellulären Domänen von CXCR4 
als kurze 15er Peptide auf die Amino-Zellulose-Membran synthetisiert. Dies entsprach 
auch hier dem N-Terminus sowie den extrazellulären Domänen 1-3 (EL1-3). Der 
CXCR4-Streifen wurde mit biotinyliertem WT-MIF inkubiert und anschließend mit 
Streptavidin-POD unter Verwendung des ECL-Systems detektiert. In Abbildung 2.41 A 
ist das Interaktionsmuster abgebildet. Das biotinylierte MIF hat nur an die Peptide des 
EL2 gebunden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der CD- (2.2.1) und Fluoreszenz-
spektren (2.2.2) ließ sich keine Interaktion mit dem CXCR4-N-Terminus erkennen. 
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Dies lässt vermuten, dass analog zum CXCR2-Streifen die Konformation des N-
Terminus entscheidend für die Interaktion ist und diese auf dem Peptidstreifen nicht 
eingenommen werden konnte. Die Interaktion mit dem N-Terminus wurde bereits in 
den anderen Versuchen gezeigt. Nach dem postulierten two site binding model könnte 
die hier beobachtete Interaktion mit dem EL2 entweder über den N-Terminus von MIF 
als Site 2-Wechselwirkung oder über den N-like loop als zusätzliche Site 1-Bindung 
erfolgen.   
 
Abbildung 2.41: Interaktion von Biotin-MIF und Biotin-R12A-D45A-MIF mit 15er CXCR4-Peptiden, 
die auf eine Amino-Zellulose-Membran synthetisiert wurden. Die CXCR4-Peptide waren um jeweils drei 
Aminosäuren in ihrer Sequenz versetzt und entsprachen dem N-Terminus (N-term) und den 
extrazellulären Domänen 1-3 (EL1-3). Die Streifen wurden mit 1 µM Biotin-MIF (A) bzw. 1 µM Biotin-
R12A-D45A-MIF (B) inkubiert. Die Detektion erfolgte nach Inkubation mit Streptavidin-POD unter 
Benutzung des ECL-Systems. 
Die Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der Interaktion mit dem CXCR4-N-
Terminus wurde bereits mit der CD-Spektroskopie ausgeschlossen. Um die Beteiligung 
dieses Motivs an der Bindung des EL2 zu untersuchen, wurde ein zweiter Streifen mit 
denselben CXCR4-Peptiden mit der biotinylierten Doppelmutante R12A-D45A-MIF 
inkubiert. In Abbildung 2.41 B ist das Ergebnis dieses Experiments abgebildet. Die 
Doppelmutante bindet dieselben Peptide wie WT-MIF. Demnach ist das pseudo-(E)LR-
Motiv nicht an der hier beobachteten Interaktion beteiligt. Dies deutet auf weitere, noch 
nicht identifizierte N-terminale Aminosäuren von MIF hin, die für diese Interaktion 
verantwortlich sind. 
2.3 STUDIEN ZUR MIF/CXCR7-INTERAKTION 
Lange galt CXCR4 als der einzige Rezeptor für CXCL12. Im Jahr 2005 wurde 
allerdings ein weiterer GPCR als Rezeptor für dieses Chemokin identifiziert: CXCR7 
(RDC-1) [119]. Die Interaktion mit CXCR7 ist zwar hochaffin und führt zur 
Rezeptorinternalisierung [119,142], aber über eine für GPCR charakteristische Signal-
transduktion wird noch diskutiert [143]. Das geläufige Modell postuliert eine Komplex-
bildung mit CXCR4 und darüber eine Steuerung der CXCR7-Funktion [120]. Die 
Heterodimerisierung der beiden Rezeptoren wurde mittels FRET- (fluorescence 
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resonance energy transfer) und BRET-(bioluminescence resonance energy transfer) 
Analysen gezeigt [120,121,144]. Die Interaktionsdomänen der CXCR7/CXCL12-
Interaktion sind bisher nicht näher charakterisiert worden. Die Interaktion von MIF mit 
CXCR4 konnte gezeigt [20] und in dieser Arbeit näher charakterisiert werden. Da MIF 
demnach an den bona fide Rezeptor von CXCL12 bindet, sollte in der vorliegenden 
Dissertation auch die Interaktion mit dem neu identifizierten Rezeptor CXCR7 in einem 
ersten Ansatz untersucht werden.  
2.3.1 EXPRESSION VON CXCR7 AUF DER OBERFLÄCHE 
UNTERSCHIEDLICHER ZELLTYPEN 
Zunächst wurde die Oberflächenexpression von CXCR7 auf den relevanten 
eukaryotischen Zelllinien mittels FACS-Analyse untersucht. Der gegen das humane 
CXCR7 gerichtete Antikörper kreuzreagierte dabei auch mit dem humanen 
Rezeptorprotein. In Abbildung 2.42 sind die Histogramme der Fluoreszenzintensität 
gegen die Zellzahl abgebildet. Die primären HAoEC-Zellen, sowie die Jurkat T-Zell-
linie und auch die murinen L1.2 prä-B-Zellen zeigen nur eine sehr geringe Verschie-
bung der Fluroeszenzintensität, verglichen mit der Isotypenkontrolle. Sie exprimieren 
demnach sehr wenig CXCR7. Im Gegensatz dazu weisen die drei untersuchten 
Monozyten/Makrophagen-Zelllinien MM6, RAW 264.7 und THP-1 eine starke Ober-
flächenexpression von CXCR7 auf. Auch die HEK293-Zellen exprimieren den 
Rezeptor auf der Zelloberfläche, aber in geringerem Ausmaß, als die monozytären 
Zellen.  
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Abbildung 2.42:  Oberflächenexpression von CXCR7 auf verschiedenen Zelllinien. Die Expression 
wurde mittels FACS-Analyse mit FITC-markiertem anti-CXCR7 überprüft. Es wurde die Zellzahl gegen 
die Fluoreszenzintensität aufgetragen: Die Isotypenkontrolle ist jeweils in grau und die Inkubation mit 
dem spezifischen anti-CXCR7-FITC Antikörper in blau dargestellt. A: HAoEC, B: HEK293, C: Jurkat, 
D: MM6, E: RAW264.7, F: THP-1, G: L1.2 
2.3.2 KLONIERUNG VON CXCR7 IN EINEN EUKARYOTISCHEN 
EXPRESSIONSVEKTOR  
Zur näheren Analysierung der MIF/CXCR7-Interaktion und Verwendung von 
Zelllinien, die ausschließlich CXCR7 und nicht die anderen MIF-Rezeptoren 
exprimieren, sollte humanes CXCR7 in einen eukaryotischen Expressionsvektor 
kloniert werden. Zur Erleichterung folgender Experimente wurde pcDNA3.1 eingesetzt, 
welches sowohl einen V5-, als auch einen His-Tag enthält. Das Gen befand sich in dem 
Vektor pTrip, einem lentiviralen Expressionsvektor, der über Kooperationspartner in 
Paris bezogen wurde und wurde über PCR amplifiziert. Bei der Generierung der Primer 
wurde darauf geachtet, dass das Stoppcodon des CXCR7-Gens deletiert wurde, damit 
die C-terminalen Tags auch exprimiert werden konnten. 
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2.3.3 ÜBEREXPRESSION VON CXCR7-V5-HIS IN L1.2-ZELLEN 
Zur Überexpression des Rezeptors in L1.2-Zellen wurde dieser über Elektroporation in 
die Zellen transfiziert. Die erfolgreich transfizierten Zellen wurden über die Gabe des 
Antibiotikums G418 über 48 h selektiert. Anschließend erfolgte die Analyse der Ober-
flächenexpression mittels FACS-Analyse (Abbildung 2.43).  
 
Abbildung 2.43:  Oberflächenexpression von CXCR7-V5-His auf L1.2-Zellen. Die Zellen wurden mittels 
Elektroporation transfiziert und über 48 h mit G418 selektiert. Die Expression wurde mittels FACS-
Analyse mit PE-markiertem anti-CXCR7 überprüft. Es wurde die Zellzahl gegen die Fluoreszenz-
intensität aufgetragen: Die Isotypenkontrolle ist jeweils in grau und die Inkubation mit dem spezifischen 
anti-CXCR7-FITC Antikörper in blau dargestellt. A: Kontroll-transfizierte Zellen, B: mit CXCR7-V5-His 
transfizierte Zellen. 
2.3.4 MIF-INDUZIERTE CXCR7-INTERNALISIERUNG 
Die Bindung von CXCL12 an CXCR7 wurde über die ligandeninduzierte Rezeptor-
internalisierung bzw. die Rekrutierung von β-Arrestin untersucht [119,145]. Zusätzlich 
wurde auch für den CXCR4-Inhibitor AMD3100 gezeigt, dass dieser ebenfalls an 
CXCR7 bindet und sogar als allosterischer Agonist die CXCL12/CXCR7-Interaktion 
verstärkt.  
Demnach stellten Rezeptorinternalisierungs-Studien eine geeignete Methode zur 
Untersuchung der potentiellen MIF/CXCR7-Interaktion dar. Dazu wurden L1.2-Zellen 
wie in 2.3.3 beschrieben mit dem humanen CXCR7-Konstrukt transfiziert und mit Hilfe 
des Antibiotikums G418 selektiert. Nach Inkubation der Zellen mit MIF bzw. 
AMD3100 oder CXCL12 als Positivkontrolle, wurde die Oberflächenexpression von 
CXCR7 mittels FACS-Analyse quantifiziert. In Abbildung 2.44 sind die Ergebnisse 
abgebildet. Die Inkubation der L1.2/CXCR7-Zellen mit AMD3100 und CXCL12 führte 
zwar wie in der Literatur beschrieben zur Rezeptorinternalisierung, allerdings lag diese 
nur bei etwa 10 %. Im Gegensatz dazu bewirkte die Inkubation der Zellen mit MIF, dass 
30 % des oberflächenexprimierten CXCR7 internalisiert wurde. Dies deutet darauf hin, 
dass MIF in der Tat mit CXCR7 interagiert, allerdings muss diese Wechselwirkungen 
noch in weiteren Assays bestätigt werden. 
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Abbildung 2.44:  CXCR7-Internalisierung nach der Inkubation mit AMD3100, CXCL12 und MIF. L1.2-
Zellen wurden mit CXCR7 transfiziert und nach 48 h mit 10 µM AMD3100, 200 nM CXCL12 oder 
200 nM MIF für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Oberflächenexpression von CXCR7 wurde mittels 
FACS-Analyse ermittelt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten aus 4-5 unabhängigen Experimenten ± 
SEM. Signifikanzen wurden im Vergleich zur Puffer-Kontrolle berechnet (** =  p < 0,001) 
 
 3 DISKUSSION 
3.1 BINDUNG AN CXCR2 
3.1.1 MIF BINDET ÜBER DAS PSEUDO-(E)LR-MOTIV AN CXCR2 (SITE 2) 
Es wurde kürzlich gezeigt, dass das Zytokin MIF an CXCR2 bindet und dadurch an der 
atherogenen Leukozytenrekrutierung beteiligt ist [20]. Die Bindungsaffinität der 
MIF/CXCR2-Interaktion ist hoch, aber die Bindungsstellen sind bisher nicht näher 
charakterisiert worden. Die Liganden von CXCR2 gehören alle der Gruppe der 
ELR+CXC-Chemokine an und binden über zwei verschiedene Bindungsstellen, über 
das so genannte two site binding model, an den Rezeptor. Eine dieser Interaktionsstellen 
befindet sich zwischen dem N-terminalen ELR-Motiv des Liganden und den 
extrazellulären loops des Rezeptors und wird als Site 2 bezeichnet. Da MIF zu den CLF-
Chemokinen gehört und es demnach keine Sequenzhomologie zu den ELR+CXC-
Chemokinen aufweist, besitzt es auch kein ELR-Motiv. Allerdings konnte in dieser 
Arbeit durch Strukturvergleich mit CXCL8 ein ELR-ähnliches Motiv identifiziert 
werden, welches durch die nicht benachbarten Aminosäuren Arg-12 (R12) und Asp-45 
(D45) gebildet wird. Da sich die Aminosäuren in benachbarten loops von MIF befinden 
und das ELR-Motiv erst durch ihre 3D-Konformation imitieren und auch, weil statt 
eines Glutamat- ein Aspartatrest beteiligt ist, wurde dieses Motiv als pseudo-(E)LR-
Motiv bezeichnet (Abschnitt 2.1.1.1). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beteiligung 
dieses pseudo-(E)LR-Motivs an der Site 2-Bindung untersucht. 
3.1.1.1 MUTATION DES PSEUDO-(E)LR-MOTIVS FÜHRT ZU KEINER SIGNIFIKANTEN 
STRUKTURVERÄNDERUNG 
Die Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der MIF/CXCR2-Interaktion wurde mit 
Hilfe der ortgerichteten Mutagenese von R12 und D45 zu A12 und A45 untersucht. Es 
wurden sowohl die Aminosäuren einzeln als auch zusammen in einer Doppelmutante 
mutiert (siehe 2.1.1.2). Die drei Mutanten ließen sich trotz des Austausches geladener 
Aminosäuren analog zu WT-MIF in E.coli exprimieren und aufreinigen. Allein bei der 
Anionenaustauschchromatographie waren leichte Unterschiede zu erkennen, da R12A-
MIF bei pH 7,2 eine positive und D45A eine negative Ladung mehr im Vergleich zum 
WT hat. Sie wurden im Gegensatz zum einfach positiv geladenen WT- und R12A-
D45A-MIF-Proteinen eine Fraktion später bzw. früher eluiert.  
Die strukturelle Integrität der Mutanten wurde in verschiedenen Experimenten 
ausführlich überprüft. Durch den Einsatz von Circulardichroismus-Spektroskopie war es 
möglich, die Sekundärstrukturanteile der pseudo-(E)LR Mutanten zu bestimmen. Die 
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CD-Messungen zeigten, dass die Mutanten keine signifikanten Strukturunterschiede zu 
WT-MIF aufweisen (siehe Abbildung 2.7). Auch im Tautomerase-Assay konnte kein 
vom Wildtyp abweichendes enzymatisches Verhalten festgestellt werden und alle 
Mutanten waren aktiv (Abschnitt 2.1.1.3). Da die N-terminal lokalisierte Tautomerase-
aktivität von MIF empfindlich auf strukturelle Veränderungen reagiert, ist dies ein 
weiterer Hinweis auf strukturelle Integrität der Mutanten [137,146].  
Bei der biochemischen Charakterisierung der Mutanten kamen allerdings leichte 
Unterschiede in Bezug auf die thermodynamische Stabilität, sowie in einem weiteren 
Enzymaktivitätstest zu Tage. Die Punktmutanten weisen durch den Austausch der 
Aminosäuren gegen Alanin eine veränderte Gesamtladung auf, welches sich auch auf 
die GdnHCl-induzierte Denaturierung ausgewirkt hat. Dabei zeigte R12A-MIF eine 
höhere und D45A-MIF eine niedrigere thermodynamische Stabilität im Vergleich zu 
WT-MIF (Abschnitt 2.1.1.4). Die Doppelmutante R12A-D45A-MIF trägt durch den 
Austausch von sowohl einer positiven als auch einer negativen Aminosäure gegen 
Alanin die gleiche Nettoladung wie der Wildtyp auf und verhält sich auch bei der 
GdnHCl-induzierten Denaturierung wie dieser. Die Unterschiede der thermo-
dynamischen Stabilität weisen darauf hin, dass die Ladungsbalance in diesem 
Molekülbereich für die Konformationsstabilität wichtig ist. Dies kann auch auf 
unterschiedliches Protein/Rezeptor-Bindungsverhalten der pseudo-(E)LR-Mutanten hin-
weisen. Dies deutet darauf hin, dass auch die Oligomerisierungs-Eigenschaften von 
MIF möglicherweise durch die Mutation beeinflusst wurden. Allerdings deuten die 
Ergebnisse des Tautomerase-Assay an, dass auch die MIF-Mutanten in der Lage sind zu 
dimerisieren bzw. trimerisieren. Es ist bekannt, dass die Tautomerase-Tasche erst die 
Dimerisierung von zwei MIF-Untereinheiten gebildet wird [138,147].  
Auch bei der katalytischen Transhydrogenaseaktivität von MIF waren Unterschiede 
zwischen den Mutanten und WT-MIF zu erkennen. Im Gegensatz zur GdnHCl-
induzierten Denaturierung verhält sich die Doppelmutante nicht wie das unmutierte 
Protein, was darauf hindeutet, dass diese Aktivitätsverluste nicht auf der Protein-
gesamtladung basieren. Die Doppelmutante weist nur noch 15 % der Aktivität von WT-
MIF auf und auch die Aktivität der Punktmutanten R12A-MIF und D45A-MIF ist auf 
39 % bzw. 28 % reduziert (siehe Abbildung 2.11). Die verringerte Aktivität im HED-
Assay ist vermutlich auf leichte Konformationsänderungen der Mutanten 
zurückzuführen, die sich mittels CD-Spektroskopie nicht nachweisen lassen. Es wurde 
gezeigt, dass das CALC-Motiv sowie der N-Terminus von MIF für dessen 
Oxidoreduktaseaktivität verantwortlich sind [148,149]. Diese Motive befinden sich 
allerdings an Pro-2 und in der Region 57-60 und sie sind nicht direkt durch die Mutation 
des pseudo-(E)LR-Motivs betroffen. Möglicherweise führte die Mutation des Motivs 
aber indirekt zu einer leichten konformellen Veränderung des Proteins, die auch die 
Oxidoreduktaseaktivität beeinflusst. Obwohl mittels CD-Spektroskopie und auch 
anhand der Tautomeraseaktivität gezeigt wurde, dass die Mutationen nicht zu 
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signifikanten strukturellen Veränderungen führen, waren maßgebende Aktivitätsverluste 
bei der Transhydrogenaseaktivität zu erkennen. Demnach scheinen die beiden mutierten 
Aminosäuren des pseudo-(E)LR-Motivs ebenfalls an der Enzymaktivität von MIF 
beteiligt zu sein, indem sie möglicherweise die benötigte Konformation stabilisieren.  
In den verschiedenen Versuchen konnte in der Summe nachgewiesen werden, dass die 
eingeführten Mutationen keinen Einfluss auf die Faltung der MIF-Proteine hat. Sie 
nehmen eine wildtypähnliche Konformation ein und sind bioaktiv. Die leichten 
Unterschiede in Bezug auf ihre thermodynamische Stabilität basieren wahrscheinlich 
auf dem Austausch von Ladungen bzw. Konformationseffekten. Das deutet darauf hin, 
dass die pseudo-(E)LR-Reste an „kritischen Stellen― sitzen und Einflüsse auf die 
Konformation und die Rezeptorbindung haben.  
3.1.1.2 DAS PSEUDO-(E)LR-MOTIV IST AN DER ATHEROGENEN LEUKOZYTEN-
REKRUTIERUNG BETEILIGT 
Die biologische Charakterisierung der Mutanten in verschiedenen in vitro-, ex vivo- und 
in vivo-Experimenten zeigte, dass vor allem die Aminosäure R12 an der MIF/CXCR2-
Bindung und atherogenen Leukozytenrekrutierung beteiligt ist. Der Austausch von R12 
führte in allen durchgeführten Experimentalsystemen zu einem kompletten Verlust der 
Funktion. Im Gegensatz dazu war bei der D45A-Mutante zum Teil noch eine 
Restaktivität bzw. gar kein Verlust der Aktivität und sogar leicht hyperagonistische wie 
Effekte wie z.B. bei der peritonealen Neutrophilenrekrutierung und der ex vivo-
Perfusion von Maus-Karotiden zu erkennen. Diese Restaktivität beruht auf einer 
Wechselwirkung der Mutanten mit dem Rezeptor CXCR4 und wird in 3.2.1.2 näher 
diskutiert. Diese Daten weisen auf eine wichtige Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs, 
insbesondere Arg-12, an den CXCR2-vermittelten MIF-Funktionen hin. Auch das 
Arginin der ELR+CXC-Chemokine ist in besonderem Ausmaß an der CXCR1- und 
CXCR2-Bindung beteiligt. Mutation dieser Aminosäure in CXCL8 führte zu einer 
1000-fachen Reduktion der Bindungsaffinität und die Mutante war wie R12A-MIF 
völlig inaktiv. Im Gegensatz dazu führte die Mutation von E4 und L5 nur zu einer 100-
fachen Reduktion der Bindungsaffinität [150-153]. 
Eine mögliche Erklärung für die beobachteten Unterschiede der D45A-MIF Mutante in 
den verschiedenen Versuchsansätzen ist möglicherweise die differentielle Beteiligung 
von CXCR2 an den versuchsspezifischen Signalwegen. Bei den Monozytenarrest-
Versuchen in vitro liegt eine hohe Beteiligung von CXCR2 vor und die D45A-Mutante 
weist dort auch einen kompletten Verlust der Monozytenrekrutierungsaktivität auf. Im 
Gegensatz dazu wurden die Mäuse für die ex vivo-Monozytenrekrutierung 8 Wochen 
lang auf eine fetthaltige Diät gesetzt, um atherosklerotische Läsionen zu induzieren. 
Daher können auch weitere Mediatoren, Interaktionspartner und komplexere Prozesse 
am Monozytenarrest beteiligt sein.  
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3.1.1.3 DIE MUTATION ZU D45E-MIF FÜHRT NICHT ZU EINER VERBESSERTEN 
REZEPTORBINDUNG UND AKTIVIERUNG 
Das native ELR-Motiv der ELR+CXC-Chemokine beinhaltet die Aminosäure 
Glutaminsäure. Im Gegensatz dazu enthält das pseudo-(E)LR-Motiv von MIF anstelle 
der Glutaminsäure eine Asparaginsäure, welche nur um eine CH2-Gruppe kürzer ist. In 
der vorliegenden Arbeit wurde die D45E-Mutante generiert und ihr Rezeptorbindungs-
Verhalten sowie die Auswirkung der Mutation auf den MIF-induzierten 
Monozytenarrest untersucht. D45E-MIF kompetitierte wie WT-MIF mit CXCL8 um die 
Bindung an CXCR2. Dies deutet darauf hin, dass sich durch die konservative Mutation 
die Bindungsaffinität nicht geändert hat. Auch im Monozytenarrest-Assay unter 
Flussbedingungen ließ sich kein signifikanter Unterschied zu WT-MIF erkennen 
(Abschnitt 2.1.2). Da D45E-MIF nicht wie erwartet mit höherer Affinität an CXCR2 
bindet, ist die Bezeichnung des pseudo-(E)LR-Motivs durchaus gerechtfertigt. Dieses 
Motiv stellt demnach eine wichtige Interaktionsstelle zwischen MIF und CXCR2 dar 
und ist ein Beispiel für molekulares Mimikry im Chemokinsystem. Für das evolutionär 
konservierte Zytokin MIF hat sich im Laufe der Zeit eine strukturelle Ähnlichkeit zu 
wichtigen Bindungsdomänen der cognate CXCR2-Liganden entwickelt.  
3.1.2 MIF BESITZT EINEN N-LIKE LOOP, DER MIT DEM N-TERMINUS VON 
CXCR2 INTERAGIERT (SITE 1) 
Neben dem pseudo-(E)LR-Motiv existiert noch eine zweite Domäne der ELR+CXC-
Chemokine, die an der Rezeptorbindung beteiligt ist. Der N-loop dieser Chemokine 
interagiert mit dem N-Terminus von CXCR2. Allgemein wird angenommen, dass diese 
Site 1-Bindung sowohl für die Bindungsaffinität als auch für die Rezeptorspezifität von 
Bedeutung ist [52]. CXCL8 und CXCL6 sind die einzigen ELR+CXC-Chemokine, 
welche sowohl CXCR1 als auch CXCR2 mit hoher Affinität binden. Die anderen 
ELR+CXC-Chemokine binden mit hoher Affinität nur an CXCR2 [37,154-156]. Diese 
Unterschiede können nicht auf dem ELR-Motiv, welches ja alle diese Chemokine 
besitzen, basieren. Sie unterscheiden sich allerdings in der Sequenz ihres N-loops, 
welcher somit an der Rezeptorselektivität beteiligt ist (Tabelle 3.1). Durch N-loop-
Austauschchimären zwischen CXCL1 und CXCL8 konnte die genaue Rolle dieser 
Region aufgeschlüsselt werden. Der N-loop von CXCL8 führt zur hochaffinen Bindung 
von CXCL1 sowohl an CXCR1 als auch an CXCR2 [47]. Die N-loop Sequenz von 
CXCL1 bewirkt hingegen nur die Bindung des Chemokins an CXCR2 mit hoher 
Affinität und an CXCR1 mit geringer Affinität [47,157]. In Tabelle 3.1 wurden die 
N-loop Sequenzen aller CXCR2-Liganden aufgelistet. Vor allem für den Anfang und 
das Ende des N-loops lassen sich Übereinstimmungen erkennen, aber ansonsten 
unterscheiden sich diese Sequenzen. Es ist bisher noch nicht im Detail geklärt, wie die 
N-loop-Sequenzen zur Rezeptorselektivität beitragen.  
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Im Gegensatz zu CXCL8 wurde für MIF keine Bindung an CXCR1, dafür aber an 
CXCR4 gezeigt [20]. Dies lässt sich nicht über die Existenz des pseudo-(E)LR-Motivs 
begründen und legt ebenfalls eine weitere Interaktionsstelle zwischen MIF und seinen 
Chemokinrezeptoren nahe.  
Tabelle 3.1:  Vergleich der N-loop-Sequenzen aller CXCR2-bindenden CXC-Chemokine und des N-like 
loops von MIF. 
Chemokin N-loop Sequenz 
CXCL1 (Gro-α) L Q T L Q  G I H P 
CXCL2 (Gro-β) L Q T L Q  G I H L 
CXCL3 (Gro-γ) L Q T L Q  G I H L 
CXCL5 (ENA-78) L Q T T Q  G V H P 
CXCL6 (GCP-2) L R V T L  R V N P 
CXCL7 (NAP-2) I K T T S  G I H P 
CXCL8 (IL-8) I K T Y S K P F H P 
MIF L M A F G G S S E P 
 
Im Rahmen dieser Dissertation konnte auch für MIF eine zweite Domäne identifiziert 
werden, die zur MIF/CXCR2-Interaktion beiträgt. In Anlehnung an den N-loop der 
Chemokine wurde diese Region als N-like loop bezeichnet. Ein Vergleich der 
Kristallstruktur von MIF mit CXCL8 ergab, dass sich diese Region möglicherweise im 
flexiblen loop von MIF im Bereich der Aminosäuren 47-56 befindet. In Tabelle 3.1 
wurde auch die Sequenz des N-like loops aufgelistet. Der Vergleich der Sequenz mit 
denen der anderen CXCR2-Liganden zeigt zwar keine große Sequenzhomologie, aber 
selbst zwischen den anderen Chemokinen existieren große Unterschiede. Auffällig ist 
allerdings, dass sowohl Anzahl der Aminosäuren als auch das Leucin am Anfang und 
das Prolin am Ende mit der Mehrheit der Liganden übereinstimmen. Folglich könnte 
dieser N-like loop zur MIF/Chemokinrezeptor-Selektivität beitragen. Des Weiteren 
wurde diese Sequenz bereits als potenzielle Antikörperbindungsstelle identifiziert und 
legte damit die Neigung zur Protein-Protein-Interaktion nahe. Dies könnte auch die 
blockierenden Effekte der anti-MIF Antikörper erklären.  
3.1.3 PEPTIDE DES N-LIKE LOOPS KÖNNEN DIE MIF/CXCR2-
INTERAKTION STÖREN 
Zur näheren Charakterisierung dieser Domäne wurden Peptide unterschiedlicher Länge 
des potenziellen N-like loops synthetisiert und in verschiedenen Versuchen kompetitiv 
zu MIF eingesetzt. Es wurden überlappende 10er-Peptide der Region 40-60 
synthetisiert, die in ihrer Sequenz um ein bis zwei Aminosäuren verschoben waren. 
Zusätzlich wurde auch das Peptid 45-57 hergestellt, welches mit einer Länge von 13 
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Aminosäuren der gesamten putativen flexiblen loop-Region von MIF, inklusive Arg-45 
des pseudo-(E)LR-Motivs, entsprach. 
Zunächst musste aber eine agonistische bzw. CXCR2-aktivierende Wirkung der Peptide 
überprüft bzw. ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck wurden sie ohne MIF in den 
in vitro-Monozytenarrest-Versuchen, sowie dem cAMP-Assay eingesetzt. Keines der 
getesteten Peptide wies in diesen Versuchen eine agonistische Wirkung auf, es waren 
keine Unterschiede zur Pufferkontrolle zu erkennen (Abbildung 2.30 und Abbildung 
2.33). Demnach reichen diese kurzen 10-13 Aminosäuren langen Peptide der MIF-
Sequenz nicht zur Rezeptoraktivierung aus. Das war auch zu erwarten, da sie nicht in 
der Lage sind die erforderlichen Konformation einnehmen können. Dies schließt 
allerdings keine Interaktion zwischen Peptid und Rezeptor aus, sie führt nur nicht zur 
Konformationsänderung des Rezeptors und damit zur Signaltransduktion.  
Da eine agonistische Rezeptoraktivierung ausgeschlossen werden konnte, wurden die 
Peptide anschließend als MIF-Antagonisten in die Arrest-, cAMP-, und auch 
Rezeptorbindungs-Assays eingesetzt. In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse dieser 
Versuche zusammengefasst. Aus Zeitgründen und Aufwand konnten nicht alle 
Experimente für alle Peptide durchgeführt werden.  
Tabelle 3.2:  Vergleich der MIF-antagonistischen Wirkung der N-like loop-Peptide in unterschiedlichen 
Versuchen. ++ = antagonistischer Effekt, signifikant; + = antagonistischer Effekt, nicht 
signifikant; -- = kein antagonistischer Effekt; n/a = nicht getestet. 
Peptid Kompetitions-Assay Monozytenarrest-Assay cAMP-Assay 
40-49 + ++ ++ 
42-51 n/a ++ -- 
45-57 n/a ++ -- 
46-55 ++ + -- 
47-56 ++ ++ ++ 
scr47-56 -- -- + 
48-55 n/a n/a -- 
48-57 -- -- -- 
49-58 n/a -- -- 
50-59 -- -- -- 
51-60 n/a -- -- 
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3.1.3.1 DIE PEPTIDE 47-56 UND 40-49 WEISEN EINE ANTAGONISTISCHE WIRKUNG 
BEZÜGLICH MIF AUF 
Klar positive Ergebnisse waren für das Peptid 40-49 im Arrest- und cAMP-Assay sowie 
für 47-56 bei allen drei Versuchen zu sehen. Das Peptid 47-56 fiel, wie durch die 
Strukturanalyse bereits erwartet, als besonders guter MIF-Kompetitor auf. Dies deutet 
auf eine Beteiligung dieser Sequenz an der Rezeptorbindung hin. Auch eine 
Konzentrationsabhängigkeit dieses Effekts wurde mit Hilfe der Monozytenarrest-
Versuche untersucht und bereits bei 0,25 µM ließ sich eine signifikante Reduktion 
adhärenter Monozyten erkennen. 1 µM 47-56 führte zu 50 % Reduktion und bei 5 µM 
war keine MIF-induzierte Monozytenadhäsion mehr zu erkennen (Abbildung 2.28). Die 
vorhergesagte N-like loop-Region 47-56 ist tatsächlich ein kompetenter Inhibitor der 
MIF/CXCR2-Interaktion. Allerdings zeigte auch 40-49, welches im MIF-Protein noch 
einen Teil eines β-Strangs ist und nicht nur loop-Region beinhaltet, auch einen starken 
kompetitiven Effekt in allen drei Assays. In Abbildung 3.1 ist die Lage der 
Aminosäuren 47-56 (blau) und 40-49 (rot) dargestellt. Die Überlappung der beiden 
Peptide wurde violett hervorgehoben. 
 
Abbildung 3.1:  Lage der Peptide 47-56 und 40-49 im MIF-Monomer. Die Sequenz 47-56 wurde in blau 
und 40-49 in rot hervorgehoben. Die Überlappung der beiden Sequenzen wurde in violett und die 
Seitenkette von L47 dargestellt. Das Bild wurde mit dem Programm PyMOL erstellt. 
Interessanterweise zeigen die Peptide 42-51, 46-55 und 48-57, die in ihrer Sequenz 
jeweils nur um zwei Aminosäuren von den antagonistisch wirkenden Peptiden 
verschoben sind und ebenfalls den Überlappungsbereich beinhalten in den 
unterschiedlichen Versuchen kein eindeutig antagonistisches bzw. auch 
widersprüchliches Verhalten. Das Peptid 42-51 wirkte im cAMP-Assay nicht 
antagonistisch zu MIF, im Monozytenarrest-Assay war allerdings eine deutliche 
Reduktion des MIF-induzierten Monozytenarrests um 75 % zu sehen (Abbildung 2.29). 
Aus Zeitgründen konnte der Arrest-Assay aber nur zwei Mal für dieses Peptid 
durchgeführt werden. Die Daten waren zwar in sich schlüssig und wiesen nur eine 
geringe Abweichung auf, aber aufgrund der Komplexizität dieses Versuches wird eine 
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höhere Anzahl an Wiederholungen für ein aussagekräftiges Ergebnis benötigt. Bislang 
liegen noch keine Rezeptorbindungsdaten über den I
125
-IL8-Kompetitions-Assay vor, 
um die MIF-antagonistische Wirkung zu bestätigen. Auch für das Peptid 46-55, dessen 
Sequenz nur um eine Aminosäure zum antagonistischen 47-56 verschoben ist, liegen 
unterschiedliche Ergebnisse vor. Im cAMP-Assay war erneut keine MIF-
antagonistische Wirkung zu sehen, aber das Peptid war in der Lage den verdrängenden 
MIF-Effekt im Rezeptorbindungs-Assay seinerseits zu kompetitieren und führte somit 
zu einer verstärkten Bindung des radioaktiven CXCL8 (Abbildung 2.36). Auch bei den 
Arrest-Versuchen war eine schwache MIF-antagonistische Wirkung zu sehen 
(Abbildung 2.29). 
Die Peptide 48-57 bis 51-60 zeigten einheitlich keine antagonistische Wirkung in allen 
getesteten Assays. Im Gegensatz zu den anderen sechs Peptiden beinhalten sie nicht 
Leu-47, welches auf eine besondere Beteiligung dieser Aminosäure bei der 
MIF/CXCR2-Interaktion hindeuten könnte. Besonders bemerkenswert waren in dieser 
Hinsicht die Ergebnisse der Monozytenarrest-Versuch, bei denen die Peptide kompetitiv 
zu MIF eingesetzt wurden. Der Einsatz der Peptide 40-49 und 47-56 führten zu einem 
drastischen Verlust des MIF-induzierten Monozytenarrests. Zwischen den beiden 
Peptiden war ein stetiger Anstieg adhärenter Monozyten mit jedem Peptid zu erkennen 
(Abbildung 2.29). Auch dies weist auf eine besondere Beteiligung von Leu-47 hin. Die 
Lage dieser Aminosäure scheint entscheidend zu sein. Anscheinend muss sie sich 
entweder N-terminal oder in der Nähe des C-Terminus befinden, um die MIF/CXCR2-
Interaktion zu beeinflussen (siehe Abbildung 3.1). Nützliche Hinweise auf eine direkte 
Beteiligung von L47 könnten durch die Mutation zu G47 bzw. S47 erhalten werden.  
Zusätzlich zu den spezifischen Peptiden wurde zur Kontrolle das scr47-56 mit einer 
zufälligen Anordnung der Aminosäuren 47-56 eingesetzt. Bei den Monozytenarrest- 
und auch den Kompetitions-Versuchen zeigte sich wie erwartet keine MIF-
antagonistische Wirkung. Die deutet darauf hin, dass die spezifische Sequenz von 47-56 
zumindest zum Teil für seine Rolle als Antagonist verantwortlich ist. Allerdings zeigte 
das Zufalls-Peptid beim cAMP-Assay ebenso wie 47-56 eine eindeutige MIF-
antagonistische Wirkung (siehe 2.1.3.4), die allerdings statistisch nicht signifikant war. 
Dies lässt sich zurzeit nicht genauer erklären, da ein Vergleich der Sequenzen von 
47-56 und scr47-56 ergab, dass in der Tat keine zufälligen Sequenzübereinstimmungen 
vorliegen. Durch den Einsatz weiterer Peptide mit einer zufälligen Anordnung von 
47-56 im cAMP-Assay könnte untersucht werden, ob der beobachtete agonistische 
Effekt spezifisch war. 
Die Tatsache, dass Peptide, die in ihrer Sequenz nur minimal verschieden sind, ein so 
unterschiedliches Verhalten in den diversen Versuchen zeigen, deutet darauf hin, dass 
die Sequenz nicht alleine für ihre Wirkung verantwortlich ist. Auch die räumliche 
Konformation der Peptide ist vermutlich für den antagonistischen Effekt von 
Bedeutung. Der N-like loop von MIF ist zwar ein flexibler Bereich des Proteins, 
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dennoch ist eine schleifenartige Struktur durch das MIF-Grundgerüst vorgegeben, da 
sich der loop zwischen zwei β-Strängen befindet. In Lösung können die Peptide jede 
Konformation einnehmen. Möglicherweise nehmen sie in der Umgebung von MIF oder 
CXCR2 oder auch der Zellmembran eine andere Konformation ein, in der sie die 
MIF/CXCR2-Interaktion beeinflussen können. Dies trifft vermutlich nur für bestimmte 
Sequenzen zu und die antagonistische Wirkung dieser Peptide beruht daher auf einem 
Zusammenspiel aus Sequenz und Konformation. 
3.1.3.2 DIE N-LIKE LOOP-PEPTIDE INTERFERIEREN NICHT AUSSCHLIEßLICH MIT DER 
MIF/CXCR2-INTERAKTION 
Die beobachteten Wirkungsunterschiede der Peptide 42-51, 45-57 und 46-55 in den 
verschiedenen Versuchen liegen zumeist darin, dass die Peptide keinen MIF/CXCR2-
blockierenden Effekt im cAMP-Assay aufweisen, während in den Arrest- bzw. den 
Kompetitions-Assays MIF-antagonistische Effekte zu erkennen sind. Die Arrest- und 
Kompetitions-Versuche sind stark von CXCR2 abhängig, wie zuvor über den Einsatz 
blockierender Antikörper [20] gezeigt, bzw. durch Verwendung stabil mit CXCR2 
transfizierter Zellen gewährleistet wurde. Die HEK293-CXCR2-Zellen und auch die 
HAoECs exprimieren die anderen MIF-Rezeptoren nicht in signifikantem Ausmaß 
(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu wurden für den cAMP-Assay THP-1-Zellen 
eingesetzt, die alle drei MIF-Rezeptoren in signifikantem Ausmaß exprimieren. Da es 
sich bei CD74 nicht um einen GPCR handelt, kann dessen Einfluss auf den cAMP-
Assay vermutlich ausgeschlossen werden. Allerdings wird durch die CXCR4-Bindung 
die Adenylylzyklase über Gαi gehemmt und dadurch die cAMP-Produktion inhibiert. 
Die beobachtete MIF-induzierte Reduktion des cAMP-Spiegels kann demnach sowohl 
durch die MIF/CXCR2- als auch die MIF/CXCR4-Interaktion hervorgerufen worden 
sein. Das Fehlen eines antagonistischen Effekts der Peptide 42-51, 45-57 und 46-55 im 
cAMP-Assay bei deutlicher antagonistischer Wirkung bei den anderen Versuchen 
könnte deswegen wie folgt erklärt werden: Diese Peptide sind durchaus in der Lage die 
MIF/CXCR2-Bindung zu inhibieren, wie in den anderen Versuchen beobachtet werden 
konnte, aber sie können nicht mit der MIF/CXCR4-Interaktion interferieren. Durch die 
weiterhin bestehende Aktivierung von CXCR4 durch MIF könnte die beobachtete 
Reduktion des cAMP-Spiegels erfolgen. Im Gegensatz dazu wird durch die Peptide 
40-49 und 47-56 in allen drei durchgeführten Experimenten der MIF-Effekt komplett 
blockiert. Diese Peptide sind demnach auch in der Lage die MIF/CXCR4-Interaktion zu 
inhibieren, wodurch es nicht zur Liganden-induzierten Blockierung der Adenylyl-
zyklase und die Reduktion des cAMP-Spiegels ausbleibt. Dies gilt es allerdings noch 
durch die Blockierung von CXCR4 mit AMD oder den Einsatz von Zellen ohne 
CXCR4 zu bestätigen. 
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3.1.3.3 DURCH DIE INTERAKTION DER N-LIKE LOOP-PEPTIDE MIT MIF WIRD DIE 
MIF/REZEPTOR-BINDUNG BEEINFLUSST 
Nach wie vor ist unklar, ob die Peptide durch die Wechselwirkung mit dem Rezeptor 
oder mit MIF deren Interaktion stören. Die agonistische Wirkung der N-like loop-
Peptide konnte in zwei funktionellen Assays ausgeschlossen werden. Dennoch ist eine 
Wechselwirkung der Peptide mit dem CXCR2-N-Terminus, welcher wiederum die 
Bindung von WT-MIF inhibieren würde, denkbar. CXCR2-Internalisierungsversuche 
mit CXCL8 und 47-56 (Daten nicht gezeigt) zeigten, dass das Peptid 47-56 nicht in der 
Lage war die CXCL8/CXCR2-Interaktion zu beeinflussen und somit die 
Internalisierung zu reduzieren. Selbst bei sehr hohen Peptid-Konzentrationen waren bei 
diesen Pilotversuchen keine Unterschiede in der CXCR2-Internalisierung zu erkennen. 
Wenn 47-56 mit dem CXCR2-N-Terminus interagiert, dann findet diese Interaktion 
nicht über die CXCL8-Bindungsstelle statt und sie führt auch nicht zur 
Rezeptoraktivierung. Die Ergebnisse könnten aber eher so interpretiert werden, dass das 
N-like loop-Peptid nicht an den Rezeptor bindet und die MIF/CXCR2-Inhibition eher 
durch Interaktion mit MIF selbst erfolgt. 
3.1.3.4 DAS PEPTID 47-56 WEIST EIN THERAPEUTISCHES ANTIATHEROGENES 
POTENTIAL AUF 
Die proatherogene Wirkung der MIF/CXCR2- und MIF/CXCR4-Komplexe wurde 
bereits ausführlich an verschiedenen Maus-Modellen gezeigt [20]. Da das Peptid in den 
verschiedenen in vitro-Versuchen eine überzeugende MIF-antagonistische Wirkung 
zeigte, wurden in dieser Arbeit erste in vivo-Versuche zum therapeutischen Einsatz von 
47-56 durchgeführt. Es wurde beim in vivo-Monozytenarrest atherosklerotischer 
Karotiden eingesetzt. Dazu wurde Ldlr
–/–
-Mäusen, die nach 8-wöchiger fetthaltiger Diät 
atherosklerotische Läsionen entwickelt haben, über mehrere Tage intraperitoneal das 
Peptid 47-56 und den Kontrolltieren scr47-56 injiziert (Abschnitt 2.1.3.6). Unter 
Verwendung von Intravitalmikroskopie wurde der Arrest von injizierten Monozyten in 
der Karotide untersucht. Der Einsatz des spezifischen Peptids führt im Gegensatz zur 
Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion adhärenter Monozyten. Die Versuche 
wurden bisher nur mit zwei Mäusen pro Gruppe durchgeführt, aber es wurden jeweils 
10 verschiedene Abschnitte der Karotide analysiert. Zusammengenommen deuten diese 
Ergebnisse darauf hin, dass durch das Peptid 47-56 die atherosklerotische Leukozyten-
rekrutierung durch endogenes MIF deutlich reduziert werden kann.  
3.1.4 MIF BINDET ÜBER EIN TWO SITE BINDING MODEL AN CXCR2 
Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass MIF in der Tat über zwei 
Bindungsstellen mit CXCR2 interagiert. Analog zu den Chemokinen wird dieses 
Modell ebenfalls als two site binding model bezeichnet. Auch die Interaktionsdomänen 
auf der Rezeptorseite konnten zumindest ansatzweise identifiziert werden. Die 
Wechselwirkung von MIF mit dem CXCR2-N-Terminus wurde sowohl mittels CD-
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Spektroskopie im Komplex mit MIF als auch über den Peptidarray gezeigt. Die 
Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an dieser Interaktion konnte sowohl mit Hilfe der 
CD-Spektroskopie als auch des Peptidarrays ausgeschlossen werden. Demnach erfolgt 
diese Site 1-Interaktion nach dem two site binding model über den N-like loop von MIF. 
Die Beteiligung dieser Region an der MIF/CXCR2-Interaktion konnte auch eindeutig 
mit antagonistisch wirkenden Peptiden des N-like loops gezeigt werden. Die direkte 
Interaktion der Region 47-56 mit dem CXCR2-N-Terminus konnte allerdings mit den 
Peptid-Streifen nicht identifiziert werden. Der N-like loop von MIF befindet sich 
zwischen zwei β-Strängen und die Konformation wird durch die Sekundärstrukturen 
stabilisiert. Im Gegensatz dazu wurden für den Peptidarray kurze 15er Peptide von MIF 
direkt auf die Membran synthetisiert und nehmen wahrscheinlich eine völlig 
ungeordnete Struktur ein. Für die Interaktion der MIF-Peptide mit dem Rezeptor-N-
Terminus ist die Konformation wahrscheinlich entscheidend und diese kann ohne den 
Einfluss des MIF-Grundgerüsts nicht eingenommen werden. Werden die N-like loop 
Peptide allerdings als Kompetitor in unterschiedliche Versuche eingesetzt, so befinden 
sie sich in der Umgebung von renaturiertem MIF, wodurch ihre Konformation 
beeinflusst werden könnte.  
Mit Hilfe des Peptidarrays wurde gezeigt, dass MIF sowohl mit dem CXCR2-N-
Terminus als auch mit den extrazellulären loops 1-3 wechselwirkt. Nach dem two site 
binding model findet die Interaktion mit den loops des Rezeptors über die Site 2-Inter-
aktion statt. Die Inkubation des Peptid-Streifens mit der Doppelmutante R12A-D45A-
MIF ergab, dass das pseudo-(E)LR-Motiv an der Interaktion mit EL3 und der zweiten 
Hälfte des EL2 beteiligt ist. Die Wechselwirkungen mit EL1 und dem Beginn von EL2 
wurden durch die Mutation nicht beeinflusst (siehe Abbildung 2.27). Die Site 2-
Interaktion von MIF mit CXCR2 findet demnach über EL2 und EL3 statt. Mit großer 
Wahrscheinlichkeit findet die Bindung von MIF an EL1 über den N-like loop statt, aber 
der direkte Nachweis muss aber noch erbracht werden. In Abbildung 3.2 ist das Modell 
der MIF/CXCR2-Bindung dargestellt.  
Die Bindung von MIF an CXCR2 unterscheidet sich daher von der Interaktion anderer 
CLF-Chemokine mit Chemokinrezeptoren. So erfolgt die Interaktion der humanen 
β-Defensine mit CCR6 wahrscheinlich über die positiven Ladungen auf der 
Proteinoberfläche [18,158]. Bisher konnten noch keine Bindungsmotive identifiziert 
werden. 
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Abbildung 3.2:   Two site binding model von MIF an die extrazellulären Domänen von CXCR2. Es 
wurden der N-Terminus des Rezeptors sowie die extrazellulären Domänen des Rezeptors abgebildet. Die 
Site 2-Interaktion (blau) findet über das pseudo-(E)LR-Motiv von MIF mit dem EL3 und Teilen von EL2 
des Rezeptors statt. Der N-like loop interagiert mit dem N-Terminus von CXCR2 und auch die 
Wechselwirkung mit EL1 und Teilen von EL2 findet mit großer Wahrscheinlichkeit über diese Region 
statt.  
3.1.4.1 DIE SITE 1-INTERAKTION TRÄGT ZUR SPEZIFITÄT UND DIE SITE 2-INTER-
AKTION ZUR REZEPTORAKTIVIERUNG UND BINDUNGSAFFINITÄT VON MIF 
BEI 
Für viele Chemokin/Rezeptor-Bindungen die über zwei Bindungsstellen verlaufen hat 
sich gezeigt, dass die beiden Interaktionsstellen unterschiedlich zur Bindungsaffinität, 
Selektivität und Rezeptoraktivierung beitragen [36,159-161]. Im Fall von CXCL8 trägt 
das ELR-Motiv (Site 2) besonders zur Rezeptoraktivierung und auch zur Bindungs-
affinität bei, wohingegen die Selektivität über den N-loop (Site 1) gesteuert wird 
[42,45,47,162-164]. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten einige Hinweise zur Beteiligung der beiden 
MIF/CXCR2-Bindungsstellen an der Aktivierung und Selektivität gesammelt werden. 
Die Rezeptorbindungs-Studien mit I
125
CXCL8 haben gezeigt, dass die Mutation des 
pseudo-(E)LR-Motivs nahezu zum kompletten Verlust der MIF/Rezeptorbindung führt 
(Abbildung 2.12). Demnach ist auch bei der MIF/CXCR2-Bindung die Site 2-
Interaktion für die Bindungsaffinität verantwortlich. Die Daten der Monozytenarrest- 
und Chemotaxis-Assays deuten ebenfalls auf eine Beteiligung des pseudo-(E)LR-
Motivs an der CXCR2-Rezeptoraktivierung hin.  
MIF interagiert neben CXCR2 auch mit CXCR4, aber im Gegensatz zu CXCL8 nicht 
mit CXCR1. Diese Rezeptorspezifität wird bei CXCL8 über den N-loop und den 30-35s 
turn gesteuert. Für MIF wird angenommen, dass der N-like loop analog für die 
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beobachtete Selektivität verantwortlich ist. Es stellt sich die Frage, ob MIF ebenfalls an 
CXCR1 binden würde, wenn der N-like loop durch die Sequenz des CXCL8 N-loops 
ausgetauscht würde. Entsprechende Chimären würden weitere Aufschlüsse zur Beteili-
gung des N-like loops an der Rezeptorspezifität bringen. Dennoch können die für 
CXCL8 beobachteten Beiträge der beiden Bindungsstellen zu Rezeptoraffinität, 
-Aktivierung und Selektivität auf die MIF/CXCR2-Interaktion übertragen werden. 
Demnach wurde die fein abgestimmte Bindung von CXCL8 an CXCR2 durch MIF im 
Laufe der Evolution nahezu kopiert. 
3.1.5 KOPPLUNG DER BINDUNGSSTELLEN 
Für die Interaktion vieler Chemokin/Rezeptorpaare und auch von CXCL8 mit CXCR1 
wurde gezeigt, dass die beiden Bindungsstellen gekoppelt vorliegen und sich 
gegenseitig beeinflussen [49,51,52,165]. Darüber ließe sich auch die Tatsache erklären, 
dass Peptide des N-loops die MIF/CXCR2 so effizient blockieren können, obwohl das 
pseudo-(E)LR-Motiv noch intakt ist. Mit Hilfe der Rezeptorkompetitions-Versuche 
konnte ja gezeigt werden, dass dessen Mutation nahezu zum kompletten Verlust der 
Rezeptorbindung führte und daher das pseudo-(E)LR-Motiv einen Großteil der 
Bindungsaffinität ausmacht (Abschnitt 2.1.1.5). Eine Erklärung für die beobachteten 
drastischen Effekte der Peptide 40-49 und 47-56 auf die MIF/CXCR2-Interaktion ließe 
sich durch eine Kopplung von Site 1 und Site 2 erklären. Zuerst interagiert MIF über 
seinen N-like loop mit CXCR2, wobei diese Interaktion nicht von hoher Affinität sein 
muss. Dadurch würde eine Konformationsänderung des Rezeptors erfolgen, welche erst 
die Bindung des pseudo-(E)LR-Motivs ermöglicht. Mit Hilfe von NMR- und Biacore-
Studien, ließe sich ein solches Modell der Kopplung der MIF/CXCR2-
Interaktionsstellen überprüfen. Auch die Verwendung von modeling-Programmen, die 
die Moleküldynamik berechnen, würde wichtige Informationen liefern. 
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3.2 BINDUNG AN CXCR4 
3.2.1 MIF BINDET ÜBER EIN TWO SITE BINDING MODEL AN CXCR4 
Die Bindung des Liganden CXCL12 mit dem Rezeptor findet über dessen N-terminale 
zwei Aminosäuren, sowie den N-loop statt [36,49,50]. Die initiale Site 1-Bindung des 
N-loops erfolgt mit der N-Domäne von CXCR4 und führt zu einer 
Konformationsänderung des Rezeptors [49,51]. Durch diese wird die zweite 
Bindungsstelle auf Rezeptorseite, die Transmembrandomänen (TM), für den N-
Terminus des Liganden zugänglich (Site 2). Im Gegensatz zur CXCL8/CXCR2-
Bindung findet die Site 2-Interaktion demnach nicht mit den extrazellulären sondern den 
Transmembrandomänen statt. 
3.2.1.1 MIF INTERAGIERT MIT DEM N-TERMINUS VON CXCR4 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auch stark auf eine zweistufige Bindung von MIF 
an CXCR4 hin. Mittels CD- und Fluoreszenzspektroskopie wurde eine Interaktion von 
MIF mit dem N-Terminus von CXCR4 nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.2.1 und 2.2.2). 
Es wurden auch NMR-Studien mit MIF und dem CXCR4-N-Terminus durchgeführt, 
welche ebenfalls eine Interaktion zeigen (Swen Zierow, Disserationsarbeit, RWTH 
Aachen 2008). Diese findet vermutlich über den N-like loop statt und stellt daher die 
Site 1-Bindung dar. Der Einsatz der N-like loop-Peptide im cAMP-Assay mit Zellen, 
die sowohl CXCR2 als auch CXCR4 exprimieren, zeigte, dass die Peptide 40-49 und 
47-56 in der Lage waren nicht nur die MIF/CXCR2- sondern möglicherweise auch die 
MIF/CXCR4-Interaktion zu stören. Im Gegensatz dazu scheinen 42-51, 45-57 und 
46-55 nur mit der MIF/CXCR2-Wechselwirkung zu interferieren wie über 
Kompetitions- und Arrest-Studien gezeigt wurde und keinen Einfluss auf die 
MIF/CXCR4-Bindung zu haben. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der N-like 
loop von MIF möglicherweise in der Umgebung der verschiedenen Rezeptoren 
unterschiedliche Konformationen einnehmen kann und so zur Rezeptorselektivität 
beiträgt.  
3.2.1.2 DAS PSEUDO-(E)LR-MOTIV IST INDIREKT AN DER MIF/CXCR4-
INTERAKTION BETEILIGT 
Die Beteiligung des pseudo-(E)LR-Motivs an der CXCR4-Bindung wurde bisher nicht 
direkt untersucht. Allerdings deuten die Ergebnisse aus Versuchen mit Zellsystemen, in 
denen die Antworten wie Signaltransduktion und Rezeptorbindung nicht ausschließlich 
über CXCR2 verlaufen, auf eine mögliche Beteiligung des pseudo-(E)LR Motivs an der 
CXCR4-Bindung und Aktivierung an. So wurde sowohl bei der Chemotaxis der THP-1-
Zellen als auch bei den Peritonitis- und ex vivo Monozytenarrest-Versuchen eine mehr 
oder weniger ausgeprägte Aktivität der D45A-Mutante beobachtet. Da die Blockierung 
von CXCR4 über AMD3465 zu einem kompletten Verlust der Neutrophileninfiltration 
im akuten Peritonitis-Modell führte, legt dies eine Beteiligung dieses Rezeptors an der 
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beobachteten Aktivität der Mutante nahe. Demnach kann CXCR4 anscheinend für die 
fehlende CXCR2-Funktion einspringen. Diese MIF/CXCR4-Interaktion kann über zwei 
verschieden Modelle erklärt werden. 
Zum Einen ist eine direkte Beteiligung von Arg-12 des pseudo-(E)LR-Motivs denkbar. 
Im Gegensatz zu Asp-45 führte die Mutation von Arg-12 zu Alanin zu einem 
kompletten Aktivitätsverlust der MIF-Mutante in allen Versuchen. Daraus ließe sich 
schließen, dass nur R12 sowohl zur CXCR2- als auch zur CXCR4-Bindung beiträgt und 
die Mutation zu Alanin die Aktivierung beider Rezeptoren blockiert. Asp-45 wäre dann 
zwar an der MIF/CXCR2- nicht aber an der MIF/CXCR4-Interaktion beteiligt, da eine 
Mutation weiterhin zur Aktivierung von CXCR4 führte. Dies würde auch die Aktivität 
der Punktmutante D45A-MIF in den Versuchen mit Zellsystemen, in denen die 
Signaltransduktion und Rezeptorbindung nicht ausschließlich über CXCR2, sondern 
auch CXCR4 verlaufen, erklären. 
Zum Anderen wäre aber auch eine indirekte Beteiligung von D45 möglich. Da CXCL12 
kein ELR-Motiv besitzt, findet die Site 2-Interaktion über den N-Terminus des 
Chemokins statt. Von daher wäre auch bei der MIF/CXCR4-Interaktion die Beteiligung 
einer bisher noch nicht identifizierten Domäne, anstelle von R12 denkbar. Dennoch 
könnte das D45, welches sich unmittelbar neben dem N-like loop befindet, indirekt zur 
Rezeptorbindung beitragen. Die Mutation zu D45A-MIF führt möglicherweise zu einer 
Konformationsänderung des Proteins, welches in einer stärkeren Site 1-Interaktion 
resultiert. Dies würde auch die leicht hyperagonistischen Effekte erklären, die bei der 
Neutrophileninfiltration beobachtet wurden (siehe Abbildung 2.17). Die Site 2-
Wechselwirkung könnte dann entweder über eine noch nicht charakterisierte MIF-
Region oder durch die Interaktion mit Arg-12 stattfinden.  
3.2.1.3 MIF INTERAGIERT MIT DEM EXTRAZELLULÄREN LOOP 2 VON CXCR4 
Auf der Rezeptorseite gibt es neben den Hinweisen auf eine Interaktion mit dem N-
Terminus von CXCR4 (Site 1) ebenfalls Daten, die eine Bindung von MIF an die zweite 
extrazelluläre Domäne zeigen. Mit Hilfe des Peptidarrays ließ sich die Interaktion mit 
dem EL2 aber nicht mit dem N-Terminus nachweisen (siehe 2.2.3). Dies liegt 
womöglich, wie schon zuvor für CXCR2 diskutiert daran, dass zum Einen die CXCR4-
Peptide zu kurz sind. Diese können womöglich nicht die erforderliche Konformation 
auf der Membran einnehmen. Durch die Mutation des pseudo-(E)LR-Motivs ließ sich 
kein Unterschied des Interaktionsmusters erkennen. Demnach ist dieses Motiv nicht an 
der identifizierten Bindung an den EL2 verantwortlich.  
Die Site 2-Interaktion des CXCL12 N-Terminus mit CXCR4 erfolgt über die 
Transmembrandomänen und vermutlich spielt TM VI eine entscheidende Rolle [49]. 
Für die MIF/CXCR4-Interaktion wurden in dieser Arbeit nur die Wechselwirkungen 
mit den extrazellulären loops des Rezeptors betrachtet. Ob die mögliche Site 2-
Interaktion von Arg-12 des pseudo-(E)LR-Motivs bzw. der noch nicht identifizierten 
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MIF-Aminosäuren, analog zu CXCL12 auch über die Transmembrandomänen, 
insbesondere TM VI stattfindet, müsste über weitere Peptidarrays näher untersucht 
werden. Die beobachtete Interaktion des EL2 findet möglicherweise über den N-like 
loop oder über bisher noch nicht identifizierte Aminosäuren statt. In Abbildung 3.3 sind 
die potentiellen Interaktionsstellen zwischen MIF und CXCR4 dargestellt. 
 
Abbildung 3.3:  Hypothetisches two site binding model von MIF an CXCR4. Es wurden der N-Terminus 
des Rezeptors, sowie die extrazellulären Domänen und Teile der Transmembrandomänen abgebildet. Die 
Site 2-Interaktion (blau) findet vermutlich zum Teil über R12 des pseudo-(E)LR-Motivs mit den Trans-
membrandomänen von CXCR4 statt. In blau ist die TM VI hervorgehoben worden, die womöglich an der 
Wechselwirkung beteiligt ist. Der N-like loop interagiert mit dem N-Terminus von CXCR4 und auch die 
Wechselwirkung mit EL2 findet mit großer Wahrscheinlichkeit über diese Region statt. 
3.3 BINDUNG AN CXCR7 
Da MIF neben CXCL12 ebenfalls an CXCR4 bindet und CXCR7 als weiterer Rezeptor 
für CXCL12 identifiziert wurde, liegt ebenfalls eine Interaktion von MIF mit CXCR7 
nahe. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CXCR7 besonders auf monozytären Zellen 
exprimiert wird. Auch auf HEK-Zellen konnte eine gute CXCR7-Expression mittels 
FACS-Analyse gemessen werden (siehe Abschnitt 2.3.1). Die in der Literatur 
beschriebene starke Expression auf T-Zellen [119] konnte nicht bestätigt werden. 
Allerdings wurden in dieser Arbeit Jurkat T-Zellen eingesetzt, bei denen es sich um eine 
Zelllinie handelt. Diese können sich in Bezug auf ihre Protein-Oberflächenexpression 
durchaus von den primären T-Zellen unterscheiden, die von Balabanian et al. verwendet 
wurden. 
Die CXCL12/CXCR7-Interaktion wurde vor allem über Rezeptorinternalisierungs- und 
Bindungs-Studien mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht [119,143] und bisher 
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sind keine guten Western-Blot Antikörper erhältlich. Zur Untersuchung der 
MIF/CXCR7-Interaktion mittels FACS-Analyse, sollten zunächst Zellen verwendet 
werden, die keine weiteren MIF-Rezeptoren exprimieren. Darüber sollte eine indirekte 
Interaktion über Rezeptor-Heterodimere ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck 
wurden die L1.2-Zellen ausgewählt, welche CXCR2, CXCR4 und CD74 nicht in 
signifikantem Ausmaß exprimieren und ein stark ausgeprägtes Rezeptorinternali-
sierungs-Verhalten aufweisen (Daten nicht gezeigt). Da es sich allerdings um murine 
Zellen handelt und die Interaktion mit humanem MIF untersucht werden soll, mussten 
die Zellen mit humanem CXCR7 transfiziert werden. 
Das Gen, welches humanes CXCR7 kodiert, wurde in Form eines lentiviralen 
Expressionsvektors eingesetzt (Kooperation F. Bachelerie, Paris) [121]. Zur leichteren 
Untersuchung der potentiellen MIF/CXCR7-Wechselwirkung auch über Koimmuno-
präzipitationen wurde zunächst das CXCR7-Gen in einen Vektor kloniert, der C-
terminal einen V5- und einen His-Tag anhängt. So kann die Detektion auf dem 
Western-Blot über die gut erhältlichen anti-V5 bzw. anti-His Antikörper erfolgen. Die 
Expression des humanem CXCR7 nach transienter Transfektion in L1.2-Zellen konnte 
über FACS-Analyse bestätigt werden.  
Die Interaktion von CXCR7 mit CXCL12 und auch dem CXCR4-Antagonisten 
AMD3100 wurde bereits beschrieben. Für CXCL12 wurde sowohl die 
Rezeptorinternalisierung mittels FACS-Analyse als auch die Rekrutierung von β-
Arrestin über BRET-Studien gezeigt [119]. AMD3100 führt ebenfalls zur β-Arrestin-
Rekrutierung, aber die direkte AMD3100-induzierte CXCR7-Internalisierung wurde 
bisher noch nicht untersucht. Des Weiteren wirkt der CXCR4-Inhibitor als allosterischer 
Agonist und verstärkt die Bindung von CXCL12 an CXCR7. Auch die damit einher 
gehende Rekrutierung von β-Arrestin nimmt zu [145]. In dieser Arbeit wurden erste 
CXCR7-Internalisierungsstudien nach MIF-Inkubation durchgeführt. Die Positiv-
kontrollen mit AMD3100 und CXCL12 zeigten eine 10%ige Rezeptorinternalisierung, 
nach 30 min und bestätigen demnach die Daten aus der Literatur. Die CXCL12-
induzierte CXCR7-Internalisierung ist beim Einsatz von 2 µM CXCL12 anstelle der 
hier verwendeten 200 nM höher [119], aber dennoch ließ sich auch in dieser Arbeit eine 
Interaktion zwischen CXCL12 und CXC7 zeigen. Die Internalisierungs-Effizienz des 
Rezeptors nach Stimulierung mit AMD3100 lag auch nur bei 10 %. Bisher wurde aber 
auch nur die β-Arrestin-Bindung und Konformationsänderung des Rezeptors 
demonstriert [145]. Die Inkubation mit MIF führte allerdings dazu, dass nahezu 30 % 
von CXCR7 an der Zelloberfläche internalisiert wurde. MIF ist demnach deutlich 
effizienter in der Lage, die Internalisierung von CXCR7 zu induzieren, als die beiden 
Positivkontrollen AMD3100 und CXCL12. Dies sind erste wertvolle Hinweise auf eine 
mögliche MIF/CXCR7-Interaktion. In weiteren Studien sollte der Einfluss sowohl von 
AMD3100 als auch von CXCL12 auf die MIF-induzierte Rezeptorinternalisierung 
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untersucht werden. Dadurch könnten wertvolle Erkenntnisse über die mögliche 
Überlappung der Bindungsstellen erhalten werden. 
Die Bindung MIF an CXCR7 muss noch weiter bestätigt werden. Mit Hilfe des 
klonierten CXCR7-Konstrukts lässt sich in folgenden Versuchen die MIF/CXCR7-
Interaktion über Koimmunopräzipitationen weiter untersuchen. Des Weiteren könnten 
auch CD-Spektren des Komplexes aus MIF und dem N-Terminus von CXCR7 analog 
zu CXCR2 und CXCR4 durchgeführt werden. Die Fluoreszenzspektroskopie von 
Alexa488-markiertem MIF und dem N-terminalen Peptid von CXCR7 wäre eine 
sensitivere Methode, um die Interaktion zu untersuchen. Mikroskopisch ließe sich die 
Kolokalisierung von MIF mit CXCR7 über Verwendung von geeigneten Fluoreszenz-
markierten Antikörpern überprüfen. 
Die Heterodimerisierung von CXCR7 und CXCR4 wurde von mehreren Arbeitsgruppen 
gezeigt [121,122,144]. Die Bildung von Heterodimeren führt zu einer veränderten 
CXCR4-Aktivierung. Die Eigenschaften der Rezeptorkomplexe unterscheiden sich von 
denen der einzelnen Rezeptoren [121]. In diesem Zusammenhang wäre es interessant, 
den Einfluss von MIF auf die Heterodimerisierung und umgekehrt auch den Einfluss 
der Heterodimerisierung auf die MIF-vermittelte CXCR4-Funktion zu untersuchen. 
 
 4 MATERIAL 
4.1 ALLGEMEINE CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN 
Folgende allgemeine Chemikalien und Reagenzien wurden in den verschiedenen 
Experimenten eingesetzt und von den angegebenen Herstellern bezogen: 
Tabelle 4.1:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie ihrer Hersteller 
Chemikalien & Reagenzien Hersteller 
30 % Acrylamid/Bis-Lösung Bio Rad, München 
Accutase PAA, Pasching 
Acetonitril Sigma, München 
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth, Karlsruhe 
Albumin-Standard Pierce Biotechnology, USA 
Ameisensäure Sigma, München 
AMD3100 Sigma, München 
Calcein-AM Calbiochem, USA 
Calciumchlorid (CaCl2) Calbiochem, USA 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) Sigma, München 
DMSO Sigma, München 
Endothelial Cell Growth Medium MV Promocell, Heidelberg 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 
FCS Gibco, Eggenstein 
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 
Formaldehyd Merck, Darmstadt 
Forskolin Sigma, München 
Glutathion oxidiert Sigma, München 
Glutathion reduziert  Sigma, München 
Glycin Fluka Chemie AG, Schweiz 
Hank‘s HBSS Biochrom. Berlin 
Heparin Calbiochem, USA 
Hepes Sigma, München 
Humanes Serum Albumin (HSA) Baxter, Unterschleißheim 
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Chemikalien & Reagenzien Hersteller 
IBMX Sigma, München 
Insulin „Insuman Rapid― Aventis, Frankfurt 
Isopropanol KMF Laborchemie, Lohmar 
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Calbiochem, USA 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 
MultiMark® Multi-Colored Protein Standard Invitrogen, Karlsruhe 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe 
Nichtessentielle Aminosäuren Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage LDS-sample buffer Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage LDS-transfer buffer Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage MES-SDS-running buffer Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin-Lösung Gibco, Eggenstein 
Protein Assay (Bradford-Reagenz) BioRad, München 
Rhodamin-6 Molecular Probes, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl) Fluka Chemie AG, Schweiz 
Schwefelsäure (H2SO4) Merck, Darmstadt 
Silbernitrat Sigma, München 
Streptavidin-Peroxidase Roche, Grenzach-Wyhlen 
Super Signal West Dura Extended Duration Signal Pierce Biotechnology, USA 
TEMED BioRad, München 
Titriplex Merck, Darmstadt 
Tris Carl Roth, Karlsruhe 
Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin/EDTA Invitrogen, Karlsruhe 
Zellkulturmedien Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
Zellkultursupplemente Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
Zitronensäure Fluka Chemie AG, Schweiz 
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4.2 ALLGEMEINE PUFFER UND LÖSUNGEN 
Tabelle 4.2:  Zusammensetzung der allgemeinen Puffer PBS, PBS-T, TBS und TBS-T 
Bezeichnung Zusammensetzung 
PBS, pH 7.2 137 mM NaCl 
 2,7 mM KCl 
 1,5 mM KH2PO4 
 8,1 mM Na2HPO4 
  
PBS-T PBS + 0,05 % (v/v) Tween 20 
  
TBS, pH 7,2 20 mM Tris-HCl 
 150 mM NaCl 
  
TBS-T TBS + 0,05 % (v/v) Tween 20 
 
Weitere Puffer sind bei den entsprechenden Methoden in Abschnitt 5 aufgeführt. 
4.3 PRIMER 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebersberg) synthetisiert. Für die 
ortsgerichtete Mutagenese der MIF-Mutanten wurden die folgenden Primer verwendet. 
Die auszutauschenden Basen sind hervorgehoben. 
Tabelle 4.3:   Primer, die in dieser Arbeit für die ortsgerichtete Mutagenese verwendet wurden. Die 
auszutauschenden Basen sind hervorgehoben. 
Bezeichnung Sequenz 5‘→ 3‘ 
MIF-R12A fwd CACCAACGTGCCCGCCGCCTCCGTGCCGGACG 
MIF-R12A rev CGTCCGGCACGGAGGCGGCGGGCACGTTGGTG 
MIF-D45A fwd GTGCACGTGGTCCCGGCCCAGCTCATGGCCTCC 
MIF-D45A rev GAAGGCCATGAGCTGGGCCGGGACCACGTGCAC 
MIF-D45E fwd GTGCACGTGGTCCCGGAACAGCTCATGGCCTTC 
MIF-D45E rev GAAGGCCATGAGCTGTTCCGGGACCACGTGCAC 
 
Für die Umklonierung von CXCR7 aus dem lentiviralen Vektor pTRIP in pcDNA3.1 
wurden die folgenden Primer verwendet. 
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Tabelle 4.4:  Primer, die für die Umklonierung von CXCR7 aus pTRIP in pcDNA3.1 eingesetzt wurden. 
Bezeichnung Sequenz 5‘→ 3‘ 
CXCR7-5-HindIII-for GGAAGCTTATGGATCTGCATCTCTT 
CXCR7-3-BamHI-rev ohne Stoppcodon CGCGGATCCTTTGGTGCTCTGC 
4.4 PLASMIDE UND VEKTOREN 
4.4.1 PROKARYOTISCHE ÜBEREXPRESSION VON PROTEINEN 
Für die Überexpression in E.coli wurde der Vektor: pET-11b (Novagen, Bad Soden) 
verwendet. Alle in dieser Arbeit eingesetzten Plasmide zur prokaryotischen 
Proteinexpression sind in der folgenden Tabelle aufgeführt. 
Tabelle 4.5:   Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden sowie der Tag und die Schnittstellen, in 
die das Gen kloniert wurde. 
Bezeichnung Insert Tag Schnittstellen 
pET-11b-hMIF humanes MIF kein NdeI / BamHI 
pET11b-R12A-MIF humanes R12A-MIF kein NdeI / BamHI 
pET11b-D45A-MIF humanes D45A-MIF kein NdeI / BamHI 
pET11b-D45E-MIF humanes D45E-MIF kein NdeI / BamHI 
pET11b-R12A-D45A-MIF humanes R12A-D45A-MIF kein NdeI / BamHI 
4.4.2 EUKARYOTISCHE ÜBEREXPRESSION 
Zur Überexpression von Chemokinrezeptoren in Säugetierzellen wurden die folgenden 
Vektoren eingesetzt: pcDNA3, pcDNA3.1 (Invitrogen, Darmstadt). Der Vektor pTrip-
CXCR7 wurde von Françoise Bachelerie (Institut Pasteur, Paris) zur Verfügung gestellt.  
Tabelle 4.6:  Plasmide, die in dieser Arbeit zur Überexpression der Chemokinrezeptoren in 
Säugetierzellen verwendet wurden.  
Bezeichnung Insert Tag Schnittstellen 
pcDNA3-CXCR2 humanes CXCR2 kein EcoRI / XhoI 
pcDNA3.1-CXCR4-
(HA)3 
humanes CXCR4 C-terminaler (HA)3-Tag KpnI / XhoI 
pcDNA3.1 TOPO-V5-
His-CD74 
humanes CD74 
C-terminaler His- und V5-
Tag 
 
pcDNA3.1-CXCR7-V5-
His-A 
humanes CXCR7 
C-terminaler His- und V5-
Tag 
BamHI/HindIII 
pTrip-CXCR7 humanes CXCR7 kein  
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4.5 ENZYME 
Die PfuTurbo™ DNA-Polymerase und das Restriktionsenzym DpnI wurden von der 
Firma Stratagene (Heidelberg) bezogen. Alle weiteren Enzyme waren von der Firma 
Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland). 
4.6 DNA-GRÖßENSTANDARD   
Zur Bestimmung der Größe von DNA-Fragmenten bei der Agarosegelelektrophorese 
wurden sowohl die „1 kb-DNA-Leiter― als auch der 50 bp Marker der Firma Fermentas 
(St. Leonroth) als Standard verwendet.  
4.7 ANTIBIOTIKA 
Die Antibiotika Ampicillin und Kanamycin wurden als Stammlösung (Tabelle 4.7) bei -
20 °C gelagert und in der Verdünnung 1:1000 in den Medien eingesetzt. Es wurden 
800 µg/ml G418 zur Selektion von eukaryotischen Zellen nach der transienten 
Transfektion (siehe 5.3.3) eingesetzt.  
Tabelle 4.7:  Die verwendeten Antibiotika und die Konzentration ihrer Stocklösungen 
Antibiotikum 
Konzentration der 
Stammlösung 
Hersteller 
Ampicillin 100 mg/ml in H2O Sigma, München 
Kanamycin 5 mg/ml in EtOH Sigma, München 
G418 50 mg/ml Roche, Grenzach-Wyhlen 
4.8 BAKTERIENSTÄMME 
Zur Vervielfältigung von Plasmid-DNA wurde der E.coli Stamm DH5α (Invitrogen, 
Darmstadt) verwendet. Da bei der ortsgerichteten Mutagenese Bakterienstämme mit 
einer hohen Transformationseffizienz benötigt werden, wurde hierzu der E.coli Stamm 
XL10 (Stratagene, Heidelberg) benutzt. Die Durchführung der Transformation ist 
ausführlich in Abschnitt 5.1.3 beschrieben. 
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Tabelle 4.8:  Die in dieser Arbeit verwendeten E.coli Stämme sowie ihr Anwendungsgebiet und der 
Hersteller. 
E.coli Stamm Verwendung Firma 
DH5α Plasmidvervielfältigung Invitrogen, Darmstadt 
BL21(DE3) Proteinüberexpression  Invitrogen, Darmstadt 
XL10 Mutagenese, Ligation Stratagene, Heidelberg 
XL1-blue Mutagenese, Ligation Stratagene, Heidelberg 
4.9 EUKARYOTISCHE ZELLEN 
4.9.1 ZELLLINIEN UND MEDIEN 
Tabelle 4.9:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sowie ihre Kulturmedien 
Name THP-1 
Herkunft Humane Monozyten 
Beschreibung 
Akute monozytäre Leukämiezellen, 
Suspensionszellen 
Medium 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 2 
mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 
μg/ml Streptomycin 
 
Name RAW 264.7 
Herkunft Murine Makrophagen 
Beschreibung Adhärent wachsend 
Medium 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 
2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 
100 μg/ml Streptomycin 
 
Name HEK293 
Herkunft Humane embryonale Nierenzellen 
Beschreibung 
Epithelien- und fibroblastenartige Zellen, im 
Monolayer wachsend  
Medium 
DMEM+GlutaMAX, supplementiert mit 10 % 
FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin 
und 100 μg/ml Streptomycin 
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Name HEK293-CXCR2 
Herkunft Humane embryonale Nierenzellen  
Beschreibung 
Epithelien- und fibroblastenartige Zellen, 
stabil mit humanem CXCR2 transfiziert, im 
Monolayer wachsend (Ben-Baruch Labor, Tel 
Aviv) 
Medium 
DMEM+GlutaMAX, supplementiert mit 10 % 
FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin 
und 100 μg/ml Streptomycin 
 
Name CHO-ICAM-1 
Herkunft Hamster Ovarienzellen 
Beschreibung 
Epithelzellartige Hamsterzellen, stabil mit 
humanem ICAM-1 transfiziert, im Monolayer 
wachsend (DNAX Research Institute) 
Medium 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 
2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 
100 μg/ml Streptomycin 
 
Name L1.2 
Herkunft Murine Prä-B Zellen 
Beschreibung Suspensionszellen (Locati Labor, Milano) 
Medium 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 
2 mM L-Glutamin, 10 mM Hepes, 10 mM 
Natriumpyruvat, 50 µM β-Mercaptoethanol, 
100 U/ml Penicillin und 100 μg/ml 
Streptomycin 
 
Name MonoMac 6 (MM6) 
Herkunft Humane Monozyten/Makrophagen 
Beschreibung 
Aus akuter monozytärer Leukämie, 
Suspensionszellen (Ziegler-Heitbrock Labor,  
Leicester) 
Medium 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 
2 mM L-Glutamin, 1 % nichtessentielle 
Aminosäuren, 10 µg/ml Insulin, 1 mM 
Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 
100 μg/ml Streptomycin  
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4.9.2 PRIMÄRE ZELLEN 
Für die Zelladhäsionsversuche wurden primäre humane aortale Endothelzellen der 
Firmen Promocell (HAoEC) bzw. Lonza (HAEC) bezogen. Die Spender waren 
zwischen 20 und 65 Jahre alt und kaukasisch. Die Zellen wurden in den Passagen 4-8 
verwendet. Es wurde spezielles Endothelzellmedium der jeweiligen Firmen verwendet 
und mit 50 µg/ml Gentamycin versetzt. 
4.10 ANTIKÖRPER 
4.10.1 PRIMÄRANTIKÖRPER 
Die FITC-markierten Antikörper wurden für FACS-Versuche eingesetzt und von den 
Firmen R&D (anti-CXCR2, anti-CXCR4 und anti-CXCR7), eBiosciences (anti-F4/80 
und anti-CD115) und BD Pharmingen (anti-Gr-1, Ratten- und Maus-IgG) bezogen. Für 
den Western Blot wurden die Antikörper von Invitrogen (anti-V5) bezogen. In Tabelle 
4.10 sind die verwendeten Primärantikörper sowie das Antigen und die Spezies 
aufgeführt, aus deren Serum der Antikörper gewonnen wurde. In der letzten Spalte 
stehen die Verdünnungen für die jeweilige Anwendung. Alle Antikörper wurden in 
TBS-T mit 1 % BSA verdünnt. 
Tabelle 4.10:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primärantikörper sowie ihre optimale Verdünnung 
für die jeweilige Anwendung. 
Bezeichnung Epitop Spezies Verdünnung 
Anti-CXCR2-FITC humanes CXCR2 
Murines IgG2a 
(monoklonal) 
FACS: 10 µl/200000 Zellen 
Anti-CXCR4-FITC humanes CXCR4 
Murines IgG2a 
(monoklonal) 
FACS: 10 µl/200000 Zellen 
mIgG1-FITC  
Murines IgG1, 
(monoklonal) 
FACS: 2,5 µl/200000 Zellen 
rIgG2a-PE  Ratten IgG2b, κ FACS: 0,5 µg/1 Mio Zellen 
Anti-CXCR7-PE Humanes CXCR7 
Murines IgG2a 
(monoklonal) 
FACS: 10 µl/200000 Zellen 
Anti-Gr-1-PE Murines Gr-1 
Ratten IgG2b, κ 
(monoklonal) 
FACS: 5 µl/200000 Zellen 
Anti-F4/80-
AlexaFluor488 
Murines F4/80 
Ratten IgG2a, κ 
(monoklonal) 
FACS: 0,5 µg/1 Mio Zellen 
Anti-CD115-PE Murines CD115 
Ratten IgG2a, κ 
(monoklonal) 
FACS: 0,6 µg/1 Mio Zellen 
Anti-V5 V5 Tag Murines IgG2a WB: 1:5000 
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4.10.2 SEKUNDÄRANTIKÖRPER 
Als Sekundärantikörper diente ein Meerrettichperoxidase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-
Antikörper der Firma Pierce Biotechnology. Zur Detektion biotinylierter Proteine wurde 
Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Streptavidin von Roche eingesetzt. Für den Western 
Blot wurden beide Antikörper 1:10.000 in TSB-T mit 1 % BSA verdünnt. 
4.11 KITS 
Tabelle 4.11:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Kits sowie deren Hersteller 
Kitbezeichnung Hersteller 
Nucleofector Kit V  Lonza Cologne AG, Köln 
HitHunter
TM
 cAMP XS+ Assay GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 
Site-Directed Mutagenesis Stratagene, Heidelberg 
QIA Prep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
QIA Quick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
QIA Quick Gel Extraction Kit Qiagen Qiagen, Hilden 
QIA Prep Maxiprep Kit Qiagen Qiagen, Hilden 
Limulus amoebocyte lysate QCL-100 bacterial endotoxin 
quantitation Kit 
BioWhittaker, Walkersville, USA 
Biotin Protein Labeling Kit Roche, Grenzach-Wyhlen 
Alexa488 Protein Labeling Kits Invitrogen, Karlsruhe 
4.12 PEPTIDE 
Die Peptide des CXCR2 und CXCR4-N-Terminus wurden von SciLight Biotechnology, 
LLC (China) und alle anderen in dieser Arbeit eingesetzten Peptide von PSL GmbH 
(Heidelberg) synthetisiert. Sie wurden durch Fmoc-Festphasensynthese hergestellt und 
durch HPLC aufgereinigt. Die Qualität der Aufreinigung wurde mittels 
Massenspektroskopie und HPLC analysiert. In Tabelle 4.12 sind die Sequenzen der 
eingesetzten Peptide aufgelistet. 
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Tabelle 4.12:  Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Rezeptor- und MIF-Peptide 
Bezeichnung Sequenz 
Rezeptorpeptide  
CXCR2 (N5-43) MESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPES 
Biotin-CXCR2 (N5-43) Biotin-MESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPES 
CXCR4 (1-27) MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEP 
Biotin-CXCR4( N1-27) Biotin-MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEP 
CXCR7 (N1-41) MDLHLFDYSEPGNFSDISWPCNSSDCIVVDTVMCPNMPNKS 
  
MIF-Peptide  
MIF 40-49 VHVVPDQLMA 
MIF 42-51 VVPDQLMAFG 
MIF 44-53 PDQLMAFGGS 
MIF 46-55 QLMAFGGSSE 
MIF 47-56 LMAFGGSSEP 
MIF 48-57 MAFGGSSEPC 
MIF 49-58 AFGGSSEPCA 
MIF 50-59 FGGSSEPCAL 
MIF 51-60 GGSSEPCALC 
MIF 52-61 GSSEPCALCS 
MIF 45-57 DQLMAFGGSSEPC 
scrMIF 47-56 SFESGPAGML 
4.13 PEPTIDARRAY 
Die 15er-Peptide der MIF-CXCR2 und -CXCR4-Sequenz wurden für den Peptidarray 
direkt auf die Amino-Zellulose-Membran synthetisiert. In Tabelle 4.13-2.15 sind die 
Sequenzen der einzelnen Spots aufgeführt. 
Tabelle 4.13:  MIF-Peptide, die im Peptidarray auf die Amino-Zellulose-Membran synthetisiert wurden. 
Spot Position der Aminosäuren Sequenz 
1 1-15 MPMFIVNTNVPRASV 
2 4-18 FIVNTNVPRASVPDG 
3 7-21 NTNVPRASVPDGFLS 
4 10-24 VPRASVPDGFLSELT 
5 13-27 ASVPDGFLSELTQQL 
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Spot Position der Aminosäuren Sequenz 
6 16-30 PDGFLSELTQQLAQA 
7 19-33 FLSELTQQLAQATGK 
8 22-36 ELTQQLAQATGKPPQ 
9 25-39 QQLAQATGKPPQYIA 
10 28-42 AQATGKPPQYIAVHV 
11 31-45 TGKPPQYIAVHVVPD 
12 34-48 PPQYIAVHVVPDQLM 
13 37-51 YIAVHVVPDQLMAFG 
14 40-54 VHVVPDQLMAFGGSS 
15 43-57 VPDQLMAFGGSSEPC 
16 46-60 QLMAFGGSSEPCALC 
17 49-63 AFGGSSEPCALCSLH 
18 52-66 GSSEPCALCSLHSIG 
19 55-69 EPCALCSLHSIGKIG 
20 58-72 ALCSLHSIGKIGGAQ 
21 61-75 SLHSIGKIGGAQNRS 
22 64-78 SIGKIGGAQNRSYSK 
23 67-81 KIGGAQNRSYSKLLC 
24 70-84 GAQNRSYSKLLCGLL 
25 73-87 NRSYSKLLCGLLAER 
26 76-90 YSKLLCGLLAERLRI 
27 79-93 LLCGLLAERLRISPD 
28 82-96 GLLAERLRISPDRVY 
29 85-99 AERLRISPDRVYINY 
30 88-102 LRISPDRVYINYYDM 
31 91-105 SPDRVYINYYDMNAA 
32 94-108 RVYINYYDMNAANVG 
33 97-111 INYYDMNAANVGWNN 
34 100-114 YDMNAANVGWNNSTF 
35 101-115 DMNAANVGWNNSTFA 
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Tabelle 4.14:  Peptide der extrazellulären Domänen von CXCR2, die im Peptidarray auf die Amino-
Zellulose-Membran synthetisiert wurden. 
Spot Domäne Position der Aminosäuren Sequenz 
1 N-Terminus 1-15 MEDFNMESDSFEDFW 
2 N-Terminus 4-18 FNMESDSFEDFWKGE 
3 N-Terminus 7-21 ESDSFEDFWKGEDLS 
4 N-Terminus 10-24 SFEDFWKGEDLSNYS 
5 N-Terminus 13-27 DFWKGEDLSNYSYSS 
6 N-Terminus 16-30 KGEDLSNYSYSSTLP 
7 N-Terminus 19-33 DLSNYSYSSTLPPFL 
8 N-Terminus 22-36 NYSYSSTLPPFLLDA 
9 N-Terminus 25-39 TLPPFLLDAAPCEPE 
10 N-Terminus 28-42 TLPPFLLDAAPCEPE 
11 N-Terminus 31-45 PFLLDAAPCEPESLE 
12 N-Terminus 34-48 LDAAPCEPESLEINK 
13 EL1 108-120 KVNGWIFGTFLCK 
14 EL2 184-198 RRTVYSSNVSPACYE 
15 EL2 187-201 VYSSNVSPACYEDMG 
16 EL2 190-204 SNVSPACYEDMGNNT 
17 EL2 193-207 SPACYEDMGNNTANW 
18 EL2 196-210 CYEDMGNNTANWRML 
19 EL2 198-212 EDMGNNTANWRMLLR 
20 EL3 274-288 DTLMRTQVIQETCER 
21 EL3 277-291 MRTQVIQETCERRNH 
22 EL3 280-294 QVIQETCERRNHIDR 
23 EL3 283-297 QETCERRNHIDRALD 
24 EL3 286-300 CERRNHIDRALDATE 
 
Tabelle 4.15:  Peptide der extrazellulären Domänen von CXCR4, die im Peptidarray auf die Amino-
Zellulose-Membran synthetisiert wurden. 
Spot Domäne Postition der Aminosäuren Sequenz 
1 N-Terminus 1-15 MEGISIYTSDNYTEE 
2 N-Terminus 4-18 ISIYTSDNYTEEMGS 
3 N-Terminus 7-21 YTSDNYTEEMGSGDY 
4 N-Terminus 10-24 DNYTEEMGSGDYDSM 
5 N-Terminus 13-27 TEEMGSGDYDSMKEP 
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Spot Domäne Postition der Aminosäuren Sequenz 
6 N-Terminus 16-30 MGSGDYDSMKEPCFR 
7 N-Terminus 19-33 GDYDSMKEPCFREEN 
8 N-Terminus 22-36 DSMKEPCFREENANF 
9 N-Terminus 25-39 KEPCFREENANFNKI 
10 EL1 97-110 DAVANWYFGNFLCK 
11 EL2 176-190 NVSEADDRYICDRFY 
12 EL2 179-193 EADDRYICDRFYPND 
13 EL2 182-196 DRYICDRFYPNDLWV 
14 EL2 185-199 ICDRFYPNDLWVVVF 
15 EL2 188-202 RFYPNDLWVVVFQFQ 
16 EL3 262-276 DSFILLEIIKQGCEF 
17 EL3 265-279 ILLEIIKQGCEFENT 
18 EL3 268-282 EIIKQGCEFENTVHK 
4.14 GERÄTE 
Tabelle 4.16:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Geräte sowie ihre Hersteller 
Gerät / Software Hersteller 
-152 °C Tiefkühltruhe Ultra Low MDF-1155 Sanyo Electric Biomedical Co., Japan 
-20 °C Tiefkühlschrank Economic-super Bosch, Stuttgart 
-20 °C Tiefkühlschrank Premium Liebherr, Ochsenhausen 
4 °C Kühlschrank Premium Liebherr, Ochsenhausen 
4 °C Kühlschrank Premium frost-free Liebherr, Ochsenhausen 
-80 °C Tiefkühlschrank Ultra Low Sanyo Electric Biomedical Co., Japan 
8-Channel-Pipette Brand, Wertheim 
AIDA Image-Analyser Raytest Isotopen GmbH, Berlin 
Äkta purifier GE Healthcare, Freiburg 
Analysenwaage Adventurer Ohaus, Gießen 
Analysewaage Analytical Plus Ohaus, Gießen 
Analysis Soft Imaging System GmbH, Münster 
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
Cary 1 Bio UV-Visible Spectrophotometer Varian, Darmstadt 
CD-Spektrometer 202SF Aviv Biomedical Inc, Lakewood (USA) 
Centrifuge 5417 R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
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Gerät / Software Hersteller 
CO2 -Inkubator MCO-17AIC Sanyo Electric Biomedical Co., Japan 
Dot Blot-Apparatur Hoefer, USA  
Eismaschine AF 100 Scotsman, Italien 
Electrophoresis Power Supply EPS 601 Amersham, München 
Epifluoreszenz Set, Drelloscop 250 Drello, Mönchengladbach, 
FACS Canto II
TM
 Flow Cytometer BD Bioscience, Heidelberg 
Fluoreszenzmikroskop IX50 Olympus, Hamburg  
Fluoreszenzmikroskop BX51 Olympus, Hamburg  
Fluoreszenzmikroskop Leica DMLB Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
Flusskammer IMCAR RWTH Aachen 
FPLC, ÄKTApurifier GE Healthcare Life Sciences, Freiburg 
Gel Electrophoresis Apparatus Horizon 58 Life Technologies 
Glasflaschen Schott, Mainz 
HBO Quecksilberlampe, 100 W Osram, Eichstätt 
Heizblock UBD Grant Instruments, UK 
Homogenisator EmulsiFlex C-5 Avestin, Mannheim 
HPLC Jasco, Gross-Umstadt 
ImageJ National Institutes of Health, USA 
LAS-3000 Image Reader  Fujifilm, Düsseldorf 
Leitfähigkeitsmessgerät Carl Roth, Karlsruhe 
Lyophylle Martin Christ GmbH, Osterode am Harz 
MACS Multistand (Monozytenisolierung) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Magnetrührer MSH basic yellowline IKA, Staufen 
Micro Centrifuge Carl Roth, Karlsruhe 
Mikroskop Olympus CK40 Olympus, Hamburg 
Mikroskop Axiotech Zeiss, Hamburg 
Mono Q-Säule 10/100 GL GE Healthcare Life Sciences, Freiburg 
MS2 Minishaker IKA, Staufen 
Neubauerzählkammer Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Nucleofector Device (Transfektion) Lonza Cologne AG, Köln 
Origin Pro 7.0 Origin Lab Corporation, USA 
PCR-Gerät Primus 96 MWG AG Biotech, Ebersberg 
PHM82 Standard pH-Meter Radiometer, Dänemark 
Pipetten Gilson, USA 
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Gerät / Software Hersteller 
Pipettierhilfe Pipetboy IBS integra biosciences, Fernwald 
Pipettierhilfe Pipetboy acu  IBS integra biosciences, Fernwald 
Pipettierhilfe SWIFTPET Abimed, Langenfeld 
Power Pac 300 Bio Rad, München 
Reaktionsgefäßständer BRAND, Wertheim 
RS-60 Tube Rotator BioSan, USA 
Schüttler MM1 Desaga, SARSTEDT-Gruppe, Nümbrecht 
Schüttler Rocky CTF, Wasserburg 
Schüttler Vibrax VXR electronic IKA, Staufen 
SDS-PAGE NuPage Xcell SureLock Mini Cell Invitrogen, Karlsruhe 
Sep-Pak
®
 Plus-C8-Säule Waters GmbH, Eschborn 
Sonifier Cell Disruptor B15 Branson USA 
Spectra-Fluor Fluoreszenz/Absorbance 
Reader 
Tecan, Crailsheim 
Spektrophotometer Nanodrop ND-1.000 PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Spritzenpumpe GENIE Kent Scientific Corporation, Litchfield 
Spritzenpumpe SP210IWZ   World Precision Instruments, Berlin 
Sterilwerkbank Biowizard KOJAIR Tech Oy, Finnland 
Sterilwerkbank HERAsafe Heraeus Instruments, Hanau 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
VICTOR
2
 1420 Multilabel Counter PerkinElmer, USA  
Vortex MS2 Minishaker IKA Works Wilmington 
Wasserbad Typ 1004  GFL, Burgwedel 
Western-Blot NuPage/ X Cell II Blot Modul Invitrogen, Karlsruhe 
WinMDI Flow Cytometry Application, J. Trotter 
Zählkammer  Neubauer, Marienfeld 
Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Wessling-Berzdorf 
Zentrifuge EBA12 Hettich, Tuttlingen 
Zentrifuge Model J2-21 Beckmann, Krefeld 
Zentrifuge Z383K Hermle, Wehingen 
Zentrifuge Z400K Hermle, Wehingen 
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4.15 VERBRAUCHSMATERIAL 
Tabelle 4.17:  Liste der in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sowie ihre Hersteller 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
BD Microlance ™ 3 BD Bioscience, Heidelberg 
Cell Scraper Nunc, USA 
Centricon, YM-50 Millipore GmbH, Schwalbach 
Centriprep, YM-50 Millipore GmbH, Schwalbach 
Corning® Carbobind Platten 96 Well Sigma, München 
Dialyseschlauch MWCO 8.000 Spectrum labs, Inc., Niederlande 
ELISA-Mikroplatte 96-Well schwarz steril Nunc, USA 
ELISA-Mikroplatte 96-Well weiß Nunc, USA 
Eppendorfreaktionsgefäße  Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen 5 ml  Falcon, Heidelberg 
Faltenfilter Carl Roth, Karlsruhe  
Filter 0,2 µm Whatmann GmbH, Dassel 
Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel 
Gewebekulturflaschen (250 ml, 75 cm
2
) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Gewebekulturschalen (6 cm, 10 cm) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Greiner PP-Röhrchen Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Immunolon II ELISA-Platte Dynatech, Großbritannien 
Kanülen (25 G, 23 G) BD Microlance, Heidelberg 
Kryoröhrchen  Nalgene, USA 
Multiscreen-Platte 96-Well, steril, 5 µm Filter Millipore, Schwalbach 
Multiwell-Platten Cellstar (6-well, 12-well, 96-well) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
NuPage/ Bis-Tris 4-12 % Gel Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage-Kämme  Invitrogen, Karlsruhe 
NuPage-Kassetten  Invitrogen, Karlsruhe 
Objektträger  Langenbrinck, Emmendingen 
Objektträger Superfrost Merck, Bruchsal 
Objektträgermappen Carl Roth, Karlsruhe 
Parafilm „M― Laboratory Film American National Can, USA 
Petrischalen (6 cm) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Pipettenspitzen blau (1000 µl) Brand, Wertheim 
Pipettenspitzen gelb (200 µl) Brand, Wertheim  
Pipettenspitzen weiß (20 µl) Sarstedt, Nümbrecht 
4  MATERIAL 96 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Plastikküvetten Sarstedt, Nürnbrecht 
Protran Nitrocellulostransfermembran 0,2 µm Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel 
Quarzküvetten Helma, Quarzküvetten 
Reaktionsgefäß 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäß 2 ml Carl Roth, Karlsruhe 
Spritzen (2, 10, 50 ml) Dispomed, Gelnhausen 
Thermoblock TDB 120 Biosan Laboratories, USA 
Transwell Inserts 5 µm Filter (FluoroBlok)  Corning, USA 
UV-Küvetten Uvette Eppendorf, Hamburg 
Whatman Filterpapier Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Zellkulturplatten Cellstar  Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Zellkulturschale 35x10mm Falcon, Heidelberg 
Zellkultur-T-Flaschen (75 cm
2
) Greiner Labortechnik, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml) Falcon, Heidelberg 
 
 5 METHODEN 
5.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN  
5.1.1 MEDIEN UND LÖSUNGEN FÜR E.COLI KULTUREN 
Zur Vermehrung von Bakterien wurde Lauria Bertani-Medium (LB) und LB-Agar 
verwendet. Die Bestandteile des Mediums (siehe Tabelle 5.1) wurden abgewogen, in 
dem entsprechenden Volumen H2O gelöst und in geeigneten Flaschen autoklaviert. Der 
Agar wurde nach dem Abkühlen auf etwa 50 °C für die Selektion mit Antibiotikum der 
geeigneten Konzentration versetzt und anschließend in Petrischalen mit 10 cm 
Durchmesser gegossen. Nach dem Erkalten konnte der LB-Agar dicht verpackt bei 4 °C 
für mehrere Wochen gelagert werden. 
Tabelle 5.1:  Zusammensetzung von LB-Medium und LB-Agar 
Bezeichnung Zusammensetzung 
LB Medium 1 % (w/v) NaCl 
 1 % (w/v) Bacto-Trypton 
 2 % (w/v) Hefeextrakt 
  
LB-Agar LB-Medium 
 + 1,5 % (w/v) Bacto-Agar 
 
Für die Transformation in E.coli wurde das nährstoffreichere SOC-Medium benötigt. 
Nach dem Lösen der Bestandteile (Tabelle 5.2) wurde das Medium in geeigneten 
Gefäßen autoklaviert und erst anschließend mit den sterilfiltrierten Glucose- und 
MgCl2-Lösungen versetzt. 
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Tabelle 5.2: Zusammensetzung des SOC-Mediums 
Bezeichnung Zusammensetzung 
SOC-Medium 2 % (w/v) Bacto-Trypton 
 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
 0,05 % (w/v) NaCl 
 0,25 % (w/v) 1 M KCl 
 In H2O lösen und autoklavieren 
 + 1 % (v/v) 1 M MgCl2 
 + 2 % (v/v) 1 M Glucose 
5.1.2 ORTSGERICHTETE MUTAGENESE  
Gezielte Punktmutationen des humanen MIF wurden mit Hilfe des QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kits der Firma Stratagene (Heidelberg) eingeführt. Für das 
Austauschen einer Aminosäure wurden mutierte, zueinander komplementäre DNA-
Primer für das Gen benötigt (siehe Tabelle 4.3), welche bei der Firma MWG 
(Ebersberg) bestellt wurden. Die Oligonukleotide waren so konstruiert, dass das 
mutierte Kodon zu beiden Seiten von 12 weiteren Basen umgeben war, wodurch eine 
Hybridisierung der Primer mit dem Templat rechts und links neben den zu mutierenden 
Basen gewährleistet war. Als Templat-DNA diente pET-11b-hMIF. Die spezifische 
Amplifikation des DNA-Fragments mit der Punktmutation erfolgte durch PCR 
(polymerase chain reaction), wobei die PfuTurbo™ Polymerase mit Korrektur-
lesefunktion verwendet wurde. Für einen Ansatz wurden die in Tabelle 5.3 aufgelisteten 
Komponenten eingesetzt. 
Tabelle 5.3:  Die Komponenten, die für einen PCR-Ansatz der ortsgerichteten Mutagenese eingesetzt 
wurden. Die Konzentrationsangabe bezieht sich jeweils auf die eingesetzten Stocklösungen. 
Komponente  Konzentration Volumen 
Templat-DNA 100 ng/µl 0,5 µl 
Primer 1 100 ng/µl 1,25 µl 
Primer 2 100 ng/µl 1,25 µl 
Pfu-Puffer 10 x 5 µl 
dNTP-Mix je 10 mM 1 µl 
ddH2O  40 µl 
PfuTurbo
TM
 Polymerase 2,5 U/µl 1 µl 
 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion fand in einem programmierbaren Thermocycler (PCR-
Gerät Primus 96, MWG AG Biotech) mit den folgenden Zyklusparametern statt: 
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Tabelle 5.4:  Temperaturprogramm der ortsgerichteten Mutagenese 
Zyklus Temperatur [°C] Dauer Zyklen 
1. Denaturierung 95 30 s 1 x 
Denaturierung 95 30 s 16 x 
Elongation 55 1 min 16 x 
Hybridisierung 68 7 min (1 min/1000 bp) 16 x 
Lagerung 4 7 min (1 min/1000 bp) 1 x 
 
Nach der PCR musste die nicht mutierte Plasmid-DNA aus dem Reaktionsgemisch 
entfernt werden. Dazu wurde es mit 1 μl des Restriktionsenzyms DpnI versetzt und 1 h 
bei 37 °C inkubiert. Durch das Enzym DpnI wird nur die methylierte Templat-DNA 
verdaut während die mutierten, nicht methylierten DNA-Doppelstränge unverändert 
bleiben. Nach dem Verdau wurden kompetente XL10-Zellen mit der mutierten Plasmid-
DNA transformiert (siehe Abschnitt 5.1.3). Dabei erfolgte auch die in vivo Ligation zum 
mutierten Plasmid. 
5.1.3 HITZESCHOCK-TRANSFORMATION IN E.COLI  
Da alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide ein Gen für Ampicillin-Resistenz 
enthielten, wurden die LB-Agarplatten mit 100 μg/ml Ampicillin versetzt.  
Transformation in XL10 und DH5α 
50 μl der kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 4 μl des Mutagenese-
produktes versetzt und unter vorsichtigem Rühren mit der Pipettenspitze gemischt. 
Nach 30 minütiger Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock für 45 s bei 42 °C im 
Thermomixer. Anschließend wurden die Bakterien für 2 min auf Eis inkubiert und dann 
mit 250 μl SOC-Medium versetzt. Nach einer Regenerationsphase für 1 h bei 37 °C und 
350 rpm im Heizblock wurden jeweils 150 μl auf einer selektiven LB-Agarplatte 
ausgestrichen. Die Platten wurden im Brutschrank bei 37 °C für weniger als 16 h 
inkubiert, bis sich deutlich sichtbare Kolonien gebildet hatten. 
Transformation in BL21(DE3) 
5 μl der kompetenten Bakterien wurden nach dem Auftauen auf Eis mit 0,5 μl Plasmid-
DNA versetzt und vorsichtig gemischt. Nach 5 minütiger Inkubation auf Eis erfolgte der 
Hitzeschock für 45 s bei 42 °C. Der weitere Ablauf der Transformation verlief wie bei 
den DH5a und XL10-Zellen. Auch hier sollten die 16 h nicht überschritten werden, um 
Satellitenbildung der Kolonien zu vermeiden. 
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5.1.4 ÜBERNACHTKULTUR  
Für eine Maxi-Präparation wurden 250 ml Kultur, für eine Mini-Präparation 5 ml Kultur 
mit einer Kolonie der Agar-Platte angeimpft. Transformierte E.coli wurden bei 37 °C in 
LB-Medium mit 100 μg/ml Ampicillin unter Schütteln kultiviert. Die Bakterien wurden 
dann entweder sofort weiterverwendet oder zunächst abzentrifugiert (4.000 rpm, 
20 min, 4 °C, Beckmann J2-21) und das Pellet bei -20 °C gelagert.  
5.1.5 PLASMID-PRÄPARATION AUS E.COLI  
Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte aus der Übernachtkultur nach den Angaben des 
Herstellers mit Hilfe des Qiagen Miniprep-Kits oder des Nucleobond AX Xtra Maxi 
Plus Kits. 
5.1.6 BESTIMMEN DER DNA-KONZENTRATION 
Die DNA-Konzentration in Lösung wurde anhand der Absorption bei λ = 260 nm 
bestimmt. Dazu wurde das ND-1000 Photospektrometer der Firma NanoDrop 
(Wilmington, USA) benutzt, das aus 1 μl Lösung die Absorption misst und automatisch 
die Nukleinsäure-Konzentration errechnet. Für doppelsträngige DNA gilt, dass 
OD260nm = 1 einer Konzentration von 50 μg/ml entspricht. Daraus ergibt sich die 
folgende Gleichung: 
c [µg/ml] = OD260nm x 0,05 x Verdünnungsfaktor 
Um die Reinheit der DNA zu überprüfen, wurde der Quotient OD260 nm/OD280 nm 
berechnet. Nur DNA-Proben mit einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 wurden für 
weitere Experimente eingesetzt. 
5.1.7 RESTRIKTION 
Als Restriktion bezeichnet man die in vitro-Spaltung von DNA mit Hilfe von 
bakteriellen Enzymen. Durch diese Endonucleasen werden innerhalb spezifischer, oft 
palindromischer DNA-Sequenzen die Phosphodiester-Bindungen beider Stränge 
gespalten. Die Verwendung der Restriktionsenzyme erfolgte gemäß den Protokollen der 
Hersteller. Je 1 μg DNA wurde mit 5 unit (u) Enzym für 1 h bei 37 °C verdaut. Zur 
Aufreinigung von Nukleinsäuren aus enzymatischen Reaktionen wurde das Qiagen PCR 
Purification Kit, gemäß den Herstellerangaben, verwendet. 
5.1.8 AGAROSEGELELEKTROPHORESE 
Die Agarose-Gelelektrophorese wurde sowohl analytisch zur Analyse eines 
Restriktionsverdaus oder zur qualitativen und quantitativen Abschätzung einer PCR-
Reaktion als auch präparativ zur Isolation einzelner DNA-Fragmente eingesetzt. Die 
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elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte durch horizontale 
Gelelektrophorese. Die DNA wurde mit Gelladepuffer versetzt und zum 
Größenvergleich der 1 kb-Marker eingesetzt. Die Proben wurden in die Taschen eines 
1%-igen Agarosegels geladen und bei einer Feldstärke von 5 V/cm
2
 aufgetrennt. Zur 
Färbung wurde das Gel 20 Minuten in einem Ethidiumbromidbad (0,5 μg/ml) inkubiert 
und anschließend die DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator visualisiert. Die 
entsprechende DNA-Bande wurde unter UV-Licht einer Wellenlänge von 340 nm mit 
Hilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten. Die anschließende Aufreinigung 
erfolgte mit dem Qiagen Quick Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben. 
Tabelle 5.5:  Zusammensetzung der Puffer, die bei der Agarosegelelektrophorse eingesetzt wurden. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
TBE-Puffer, pH 7,3 89 mM Tris-OH 
 90 mM Borsäure 
 2 mM EDTA 
  
1 % Agarose 1 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer, pH 7,3  
  
DNA-Gelladepuffer 50 % (v/v) Glycerin 
 0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
5.1.9 LIGATION 
Die Ligationen von DNA-Fragmenten wurde mit T4-Ligase (Fermentas) durchgeführt. 
DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiester-Bindungen zwischen einer 
freien 5´-Phosphat-Gruppe und einer freien 3`-Hydroxylgruppe und ermöglichen so die 
Verknüpfung von DNA-Fragmenten. Die Ligation wurde 1 h bei 22 °C nach 
Herstellerangaben unter Einsatz entsprechender Puffer durchgeführt, wobei pro Ansatz 
je 5 U Ligase eingesetzt wurde. Das Insert/Vektor-Verhältnis wurde variiert, um 
optimale Ergebnisse zu erzielen. Zur Berechnung der einzusetzenden DNA-Mengen 
wurde folgende Formel verwendet: 
 
Für die Ligation von CXCR7 in pcDNA3.1-V5-His wurde ein fünffacher Überschuss 
Insert eingesetzt. 
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5.1.10 KLONIERUNG  
Die Umklonierung von CXCR7 aus pTrip in pcDNA3.1-V5-His erfolgte über die PCR-
Klonierung. Das Gen für CXCR7 wurde durch geeignete Primer aus dem pTrip-Vektor 
amplifiziert. Über die Wahl der Primersequenzen wurden zusätzliche Restriktrions-
stellen eingefügt (BamHI und HindIII), die ebenfalls in der multiple cloning site des 
Klonierungsvektors zu finden waren. Für einen Ansatz wurden die in Tabelle 5.6 
aufgelisteten Komponenten eingesetzt.  
Tabelle 5.6:  Die Komponenten, die für einen PCR-Ansatz der ortsgerichteten Mutagenese eingesetzt 
wurden. Die Konzentrationsangabe bezieht sich jeweils auf die eingesetzten 
Stammlösungen. 
Komponente  Konzentration Volumen 
Templat-DNA 100 ng/µl 0,5 µl 
Primer 1 100 ng/µl 0,5 µl 
Primer 2 100 ng/µl 0,5µl 
Pfu-Puffer 10 x 2,5 µl 
dNTP-Mix je 10 mM 0,5 µl 
ddH2O  19,5 µl 
PfuTurbo
TM
 Polymerase 2,5 U/µl 1 µl 
 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion fand in einem programmierbaren Thermocycler (PCR-
Gerät Primus 96, MWG AG Biotech) mit den folgenden Zyklusparametern statt: 
Tabelle 5.7:  Temperaturprogramm der ortsgerichteten Mutagenese 
Zyklus Temperatur [°C] Dauer Zyklen 
1. Denaturierung 95 5 min 1 x 
Denaturierung 95 30 s 30 x 
Elongation 50 30 s 30 x 
Hybridisierung 72 135 s  30 x 
Abschließende 
Elongation 
72  5 min 1 x 
Lagerung 4 7 min (1 min/1000 bp) 1 x 
 
Im Anschluss an die PCR-Reaktion folgte eine Aufreinigung mittels Gelextraktion unter 
Verwendung des Qiagen Gel Extraction Kits nach Herstellerangaben. Der pcDNA3.1-
V5-His Vektor, sowie das aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit BamHI und HindIII 
geschnitten. Durch die anschließende Aufreinigung mittels des QIA quick PCR 
Purification Kits wurden Enzyme, DNA-Fragmente kleiner als 80 Basenpaare, sowie 
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die Salze der Restriktionspuffers entfernt. Anschließend fand die Ligation bei 22 °C für 
1 h statt. Anschließend wurde ein Verdau mit KpnI durchgeführt, um nicht 
geschnittenen Leervektor zu linearisieren. Danach erfolgte die Transformation in E.coli 
XL10. 
Identifizierung geeigneter Klone 
Kam es auf den Agarplatten zur Bildung von Kolonien der mit dem Ligationsansatz 
transformierten E.coli (Abschnitt 5.1.3), wurde von 5-10 Kolonien Übernachtkulturen 
wie unter 5.1.4 beschrieben angesetzt. Die DNA wurde mittels Plasmid-Präparation 
(siehe 5.1.5) isoliert und einem analytischen Restriktionsverdau (Abschnitt 5.1.7) 
unterzogen und die Fragmente mit Hilfe eines analytischen Agarosegels aufgetrennt. 
5.1.11 SEQUENZIERUNG  
Alle Sequenzierungen wurden von der Firma MWG Biotech, Sequence Laboratories 
durchgeführt. Es wurde 1 μg der, wie unter 5.1.5 beschrieben, aufgereinigten Plasmid-
DNA verschickt. Als Sequenzierprimer wurden Standard-Primer der Firma MWG 
Biotech, meist T7 und T7term verwendet. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte 
über einen DNA-Vergleich mit Hilfe der Software NCBI-BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi). 
5.1.12 ÜBEREXPRESSION VON PROTEINEN IN E.COLI 
Der in der vorliegenden Dissertation verwendete Vektor pET-11b erlaubt die 
Regulation der Expression basierend auf dem T7-Expressionssystem, das den Vorteil 
einer sehr dichten Regulation hat. Die RNA-Polymerase von E.coli kann nicht an den 
T7-Promotor binden, und es kann keine Expression in Abwesenheit einer T7-
Polymerase stattfinden. Im Genom der für die Überexpression verwendeten E.coli 
Stämme ist ein Gen für die T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des lac-Operons 
enthalten. Durch die Regulierbarkeit des Promotors wird es möglich, die Expression des 
Fusionsproteins in den Zellen zu induzieren und eine Überexpression gegenüber 
bakterieneigenen Proteinen zu erreichen. Bei Zugabe des künstlichen Induktors IPTG 
(Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid) zur E.coli Kultur wird die T7-RNA-Polymerase 
gebildet, bindet an den T7-Promotor und das Protein kann effizient exprimiert werden. 
Zur Überexpression von MIF oder dessen Punktmutanten wurde zunächst das Plasmid 
mit dem kodierenden Gen in E.coli BL21-(DE3) transformiert (siehe Abschnitt 5.1.3). 
und von den erhaltenen Klonen auf den Agarplatten Übernachtkulturen angeimpft 
(siehe Abschnitt 5.1.4). Zur Expression wurden 500 ml autoklaviertes, selektives LB-
Medium mit 1 ml der Übernachtkultur versetzt. Nach dem Animpfen wurde im 
Inkubator bei 37 °C und 360 rpm so lange geschüttelt, bis eine OD600nm von 0,5-0,6 und 
damit die logarithmische Wachstumsphase erreicht war. Die Induktion erfolgte dann 
durch die Zugabe von 1 mM IPTG und für MIF weitere 3 h bei 37 °C geschüttelt. Als 
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nicht-induzierte Kontrolle dienten 10 ml der Bakterienlösung, die vor der IPTG-
Induktion abgenommen wurden. Um die Ausbeute an löslichem Protein zu erhöhen, 
wurde für die MIF-Mutanten nur mit 0,1 mM IPTG induziert und über Nacht bei 16 °C 
unter Schütteln exprimiert. Die Zellen wurden 10 min bei 4.000 x g in einer Beckmann 
J2-21 Zentrifuge sedimentiert. Das Medium wurde abdekantiert und das Pellet bei 
-20 °C eingefroren. 
5.2 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 
5.2.1 ZELLAUFSCHLUSS  
Das bei -20 °C gelagerte Zellpellet (aus 5.1.12) wurde auf Eis aufgetaut, mit einer 
Kanüle homogenisiert und anschließend mit 3 ml Lowsalt-Puffer (Tabelle 5.8) pro 
Pellet resuspendiert. Alle Schritte des Zellaufschlusses sowie der Proteinaufreinigung 
fanden auf Eis statt. Der Aufschluss erfolgte in dem Homogenisator EmulsiFlex C-5 
von Avestin (Mannheim), der zuvor mit dem Lowsalt-Puffer äquilibriert wurde. Die 
Zellen wurden in einem Durchlauf bei einem Druck von 15.000 psi lysiert und 
Zelltrümmer für 30 min bei 30.000 x g und 4 °C (Beckmann J2-21) sedimentiert. Der 
Überstand mit den löslichen Proteinen wurde abdekantiert und sofort weiterverarbeitet 
und aufgereinigt. 
5.2.2 AUFREINIGUNG VON MIF UND MIF-MUTANTEN  
Das Lysat wurde zunächst durch einen sterilen 0.2 μm Einmalfilter gedrückt und eine 
Proteinbestimmung nach Bradford (siehe Abschnitt 5.2.10) durchgeführt. Der erste 
Schritt der MIF-Aufreinigung erfolgte über eine Anionenaustauschchromatographie 
mittels einer Mono Q-FPLC-Säule unter Verwendung des ÄKTApurifier FPLC-
Systems (fast protein liquid chromatography). Die Säule wurde dazu mit vier 
Säulenvolumen Lowsalt-Puffer bei einer Flussrate von 1 ml/min voräquilibriert. Je Lauf 
wurden 500 µl des Rohextrakts aufgetragen, was etwa 1–5 mg Gesamtprotein entsprach. 
Da MIF aufgrund seines nur schwach basischen pI nicht an die Säule bindet, wurde es 
mit demselben Puffer bei einer Flussrate von 1 ml/min eluiert und erschien in den ersten 
Durchlauffraktionen. Die MIF-enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und ihre 
Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt. Die Mono Q-Säule wurde mit drei 
Säulenvolumen Highsalt Puffer (Tabelle 5.8) regeneriert. Der nächste 
Aufreinigungsschritt erfolgte über eine hydrophobe Chromatographie mittels einer C8-
SepPak RP-Kartusche. Diese wurde mit 10 ml Methanol und danach mit 10 ml Wasser 
bei einer Flussrate von 5 ml/min äquilibriert. Anschließend wurden maximal 2 mg 
Protein pro C8-Säule mit einer Flussrate von 0,6-0,8 ml/min aufgetragen. Durch die 
anschließenden Waschschritte mit 10 ml Wasser und 10 ml 20 % Acetonitril wurden die 
schwach- und nichtbindenden Substanzen mit 2 ml/min heruntergewaschen. MIF wurde 
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mit 5 ml 60 % Acetonitril eluiert. Bei der Aufreinigung über die C8-SepPak RP-
Kartuschen wurden nahezu sämtliche LPS-Verunreinigungen entfernt (<10 µg/µg 
Protein) [66]. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration im Eluat wurden diese bei -
80 °C gefroren und anschließend lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden dann bei -20 °C 
bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
Tabelle 5.8:  Puffer, die bei der MIF Aufreinigung verwendet wurden 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Lowsalt-Puffer, pH 7,5 50 mM Tris-HCl 
 150 mM NaCl 
  
Highsalt-Puffer, pH 7,5 50 mM Tris-HCl 
 2 M NaCl 
5.2.3 RENATURIERUNG VON MIF UND MIF-MUTANTEN 
Zur Renaturierung von MIF, wurde das Lyophilisat zunächst unter reduzierenden 
Bedingungen mit GdnHCl komplett entfaltet. In den darauffolgenden Dialyseschritten 
wurde das MIF langsam in die native Konformation zurückgefaltet. Es wurden 
ausschließlich LPS-freie Materialien und Chemikalien verwendet. 1 mg lyophilisiertes 
MIF wurde in 3.3 ml 6 M GdnHCl in 20 mM Natriumphospatpuffer, pH 7.2 und 10 mM 
DTT Konzentration gelöst. Die D45A-Mutante musste in 6,6 ml/mg Protein gelöst 
werden, da sie sonst bei den Dialyseschritten präzipitierte. Es wurde mindestens zwei 
Stunden bei Raumtemperatur mit dem GdnHCl inkubiert. Anschließend wurde die 
Lösung in einen Dialyseschlauch (SpectraPor7 Dialysemembran, MWCO 8000 Da) 
pipettiert und gegen einen Liter Dialysepuffer 1 (Tabelle 5.9) mindestens 6 Stunden bei 
4 °C dialysiert. Wichtig war, dass der Dialysepuffer zunächst dieselbe Temperatur wie 
das MIF hatte, bevor der Dialyseschlauch in die Lösung gehängt wurde. Anschließend 
wurde dreimal über Nacht gegen 5 Liter Dialysepuffer 2 (Tabelle 5.9) ebenfalls bei 4 °C 
weiter dialysiert. Die Endkonzentration des so renaturierten, LPS-freien WT-MIF 
betrug etwa 250 μg/ml. Die MIF-Mutanten wurden unter Benutzung von Centricon oder 
Centrirep Filtereinheiten nach Herstellerangaben auf mindestens 200 µg/ml 
aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. 
Tabelle 5.9:  Dialysepuffer zur MIF Renaturierung 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Dialysepuffer 1 20 mM NaH2PO4 
 5 mM DTT 
  
Dialysepuffer 2 20 mM NaH2PO4 
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5.2.4 LPS-TEST 
Der LPS-Gehalt von renaturiertem Wildtyp-MIF und der Mutanten wurde mittels des 
Limulus amoebocyte lysate QCL-100 bacterial endotoxin quantitation kit 
(BioWhittaker) nach Vorschrift des Herstellers in 96 Well-Platten durchgeführt. 
5.2.5 SDS-PAGE NACH LAEMMLI  
Zur analytischen Auftrennung von Proteinen wurde die Methode der diskontinuierlichen 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli benutzt [166]. 
Hierbei wurden die mit SDS denaturierten Proteine ihrer Größe nach in einem mehr 
oder weniger engmaschigen Netz aus Polyacrylamid getrennt. Die Durchführung 
erfolgte in einem Trennsystem von Invitrogen mit selbstgegossenen Gelen mit 1,0 bzw. 
1,5 mm Dicke. Es wurden nur Trenngele mit Acrylamidkonzentrationen von 12 % 
verwendet, auf die ein Sammelgel mit 4 % Acrylamid gegossen wurde (Tabelle 5.11). 
Neben den selbstgegossenen Gelen wurde mit vorgefertigten Bis-Tris Gradientengelen 
(4-12 %) der Firma Invitrogen gearbeitet. Die verwendeten Stammlösungen sind in 
Tabelle 5.10 zusammengestellt.  
Tabelle 5.10:  Verwendete Stammlösungen für die SDS-PAGE 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Acrylamid/Bis-Lösung 30 % (w/v) Acrylamid 
 0,8 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid 
  
4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
  
4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
  
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8,8 
 192 mM Glycin 
 0,1 % (w/v) SDS 
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Tabelle 5.11:  Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel. Die angegebenen Mengen beziehen sich 
jeweils auf ein Gel. 
Acrylamidkonzentration 12 % Trenngel 4 % Sammelgel 
ddH2O 3,4 ml 670 µl 
Acrylamid/Bis-Lösung 4 ml 3 ml 
Trenn- oder Sammelgelpuffer 2,5 ml 1,25 ml 
10 % (w/v) SDS 100 µl 50 µl 
10 % APS 100 µl 25 µl 
TEMED 10 µl 5 µl 
 
Zur vollständigen Denaturierung wurden die Proben mit 4x-Probenpuffer (Tabelle 5.12) 
versetzt und für 5 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Als Farbmarker diente 
Bromphenolblau. Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingebracht, welche 
dann mit dem entsprechenden Elektrophoresepuffer gefüllt wurde. Für die 
selbstgegossenen Gele wurde der Laufpuffer aus Tabelle 5.10 und bei den 
vorgefertigten Gelen der NuPage-MES-running Buffer verwendet. Das gewünschte 
Volumen der denaturierten Proben wurde in die Taschen geladen. Die Elektrophorese 
erfolgte für selbstgegossene Gele bei 160 V und für die Gradientengele bei 200 V. Die 
Größenbestimmung erfolgte anhand des mitgeführten Proteinstandards (Novex® Sharp 
Prestained Proteine Standard). Das fertige Gel konnte entweder gefärbt (Abschnitt 
5.2.6) oder für den Western Blot (Abschnitt 5.2.7) verwendet werden. 
Tabelle 5.12:  Zusammensetzung des 4 x SDS-Probenpuffers 
Bezeichnung Zusammensetzung 
4 x SDS-Probenpuffer 200 mM Tris-Cl, pH 6,8  
 8 % (w/v) SDS 
 40 % (v/v) Glycerin 
 0,3 % (v/v) Bromphenolblau 
 8 % β-Mercaptoethanol   
5.2.6 SILBERFÄRBUNG VON SDS-GELEN 
Die Färbung von SDS-Gelen mittels Silbernitrat erlaubt die Detektion von Proteinen ab 
5 ng. Die Proteine im SDS-Gel wurden 30 min mit einer Fixierlösung fixiert und 
anschließend zweimal 10 min mit 50 % Methanol inkubiert. Nach drei kurzen 
Waschschritten mit ddH2O wurde das Gel für 20 min mit Färbelösung gefärbt und 
erneut dreimal mit ddH2O gewaschen. Es wurde so lange in der Entwicklungslösung 
geschwenkt, bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde dann mit 50 % 
Methanol gestoppt. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 5.13 zusammengestellt. 
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Tabelle 5.13:  Zusammensetzung der Puffer für die Silberfärbung von SDS-Gelen 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Fixierlösung 50 % Methanol 
 10 % Essigsäure 
  
Färbelösung 22 % (v/v) NaOH (0,36 %) 
 1,1 % (v/v) NH3 (32 %) 
 0,6 % (w/v) Silbernitrat 
  
Entwicklerlösung 0,5 % (v/v) Zitronensäure (1 %) 
 0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %) 
5.2.7 WESTERN BLOT  
Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membranen 
Beim Western Blot werden zuvor elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem 
Polyacrylamidgel auf einen Trägerfilter, z.B. Nitrozellulose übertragen. Hierfür wurde 
eine Tank-Blot-Apparatur der Firma Invitrogen (Western-Blot NuPage/ X Cell II Blot 
Modul) verwendet. Blotpads, Filterpapier, Polyacrylamidgel und Nitrozellulose-
Membran wurden zunächst in Transferpuffer getränkt und dann nach Anleitung in die 
Kammer eingesetzt. Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer (Tabelle 5.14) aufgefüllt 
und der Proteintransfer bei 35 V in Eiswasser 120 min lang durchgeführt.  
Tabelle 5.14:  Zusammensetzung des Transferpuffers für den Western Blot 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Transferpuffer 1 x NuPage-transfer buffer 
 10 % Methanol 
Immunochemischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen 
Die Detektion der auf die Membran geblotteten Proteine erfolgte durch Immunreaktion 
mit spezifischen Antikörpern, die gegen bestimmte antigene Epitope der Proteine 
gerichtet waren. Zunächst wurde die Membran nach dem Transfer entweder 1 h bei RT 
oder über Nacht bei 4 °C mit 5 % BSA in TBS-T inkubiert, um die noch freien 
Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde dreimal für 10 min mit TBS-T 
gewaschen und der Blot für zwei Stunden mit dem entsprechenden Primärantikörper 
inkubiert. Die verwendeten Erstantikörper sowie ihre ideale Verdünnung und die 
Spezies aus der sie stammen, können aus Tabelle 4.10 entnommen werden. Nach 
dreimaligem Waschen für 10 min in TBS-T erfolgte die Inkubation mit dem 
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entsprechenden Sekundärantikörper in TBS-T mit 1 % BSA für eine Stunde. Es wurde 
erneut dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen, bevor der Peroxidase-gekoppelte 
Zweitantikörper mit dem ECL-System (enhanced chemoluminescence) detektiert 
wurde. Die Detektion erfolgte über ein computergestütztes Kamerasystem (LAS 3000, 
Image Reader). Mit Hilfe der Software AIDA (Raytest Isotopen GmbH, Berlin) konnten 
detektierte Banden densitometrisch vermessen werden. 
Regeneration der Nitrozellulose-Membran („Strippen“) 
Zur erneuten Verwendung von Blotmembranen wurden bereits gebundene Antikörper 
durch Inkubation für 20 min bei 56 °C oder 30 min bei 45 °C in Stripping-Puffer 
(Tabelle 5.15) entfernt. Nach mehrmaligem Waschen der Membran mit TBS-T wurden 
die freien Bindungsstellen erneut mit BSA abgesättigt, und der Blot konnte an-
schließend mit weiteren Antikörpern analysiert werden. 
Tabelle 5.15:  Zusammensetzung des Stripping-Puffers zum Entfernen bereits gebundener Antikörper von 
Nitrozellulose-Membranen. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Stripping-Puffer 62,5 mM Tris-Cl, pH 6,8 
 2 % (w/v) SDS 
 100 mM β-Mercaptoethanol 
5.2.8 MARKIERUNG VON MIF MIT BIOTIN ODER ALEXA488 
Die Markierung von humanem MIF mit Biotin erfolgt über die Aminogruppen der 
Lysine unter Verwendung des Biotin Protein Labeling Kits von Roche nach 
Herstellerangaben. Dabei reagieren die freien Aminogruppen mit Biotin-7-NHS (D-
Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimid-Ester unter Ausbildung einer 
stabilen Amidbindung. Es wurde 90 % aufgereinigtes MIF eingesetzt, welches nur über 
die Anionenaustauschchromatographie und nicht über die C8-Säulen aufgereinigt 
wurde. Der Vorteil war, dass dieses MIF in höheren Konzentrationen vorliegen konnte, 
ohne zu präzipitieren und dadurch die Biotinylierungseffizienz gesteigert wurde. In 
einen Färbeansatz wurden 1 mg Mono Q-MIF mit einer Konzentration von 1 mg/ml 
eingesetzt. Das markierte MIF wurde mittels Gelfiltration aufgereinigt und anschließend 
gegen fünf Liter Dialysepuffer (Tabelle 5.9) über Nacht bei 4 °C dialysiert. 
Die Markierung von Mono Q-MIF mit Alexa488 erfolgte analog zur Biotinylierung 
unter Verwendung des Alexa488 Protein Labeling Kits von Invitrogen nach Hersteller-
angaben. Auch hier erfolgt die Reaktion über die freien Aminogruppen der Lysine von 
MIF, die mit dem Alexa488-TFP-Ester (Tetrafluorophenyl) reagieren. Es wird ebenfalls 
eine stabile Amidbindung ausgebildet.  
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5.2.9 PEPTIDARRAY 
Für den Peptidarray wurden die Peptide über Festphasensynthese nach der SPOT-
Methode direkt auf eine Membran synthetisiert [167]. Durch die Synthese 
überlappender Peptide einer Proteinsequenz können unter anderem Protein-Protein-
Interaktionsstellen ermittelt werden. Als Membran wurde Zellulose eingesetzt, welche 
zuvor mit einem β-Ala-β-Ala linker derivatisiert wurde. Die Peptidsynthese erfolgte 
nach der Fmoc-Schutzgruppenchemie (9-Fluorenylmethoxycarbonyl), wie bereits 
beschrieben [168]. Zur Aktivierung wurden 0,2 M der geschützten Aminosäuren in 
N-Methylpyrrolidinon (NMP) gelöst und in situ mit DIC (Diisopropylcarbodiimid) 
unter Bildung der 1-Hydroxybenzotriazol-Ester aktiviert. Die aktivierte Aminosäure 
reagiert mit der freien Aminogruppe auf der Membran. Der Reaktionverlauf wurde 
mittels Bromphenolblau verfolgt, welches freie Aminogruppen anfärbt. Der 
Farbumschlag von Blau nach Gelb zeigte die erfolgreiche Kopplung [169]. Nach jeder 
Kopplung wurden die nicht-reagierten Aminogruppen mit Essigsäureanhydrid acetyliert 
und damit blockiert. Die Entfernung der Fmoc-Gruppe der Aminogruppen erfolgte mit 
20 % Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF). Anschließend fing ein neuer Zyklus 
mit der Aktivierung einer geschützten Aminosäure an. In Tabelle 5.16 ist der genaue 
Ablauf eines Synthese-Zyklus zusammengefasst. Die letzte Aminosäure wurde N-
terminal acetyliert und die Schutzgruppen der Seitenketten mit 50 % Trifluoressigsäure 
(TFA) in Dichlormethan mit 3 % Triisobutylsilan (TIS) und 2 % Wasser zwei Mal für je 
1 h entfernt. Die Peptidsynthese erfolgte automatisch über einen MultiPep SPOT 
Synthetisierapparat (INTAVIS, Köln). 
Tabelle 5.16:  Zusammenfassung der Schritte, die für die Kopplung einer Aminosäure an den Peptidarray 
benötigt werden. Diese Schritte werden für jede zusätzliche Aminosäure wiederholt. 
Schritt Handlung 
1 
Spotten der aktivierten Fmoc-Aminosäure-Derivats in NMP, Inkubation für 
15 min 
2 Waschen mit 2 % Essigsäureanhydrid in DMF (0,5 min) 
3 Waschen mit 2 % Essigsäureanhydrid in DMF (3-5 min) 
4 Zwei Mal für je 2 min mit DMF waschen 
5 Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit 20 % Piperidin 
6 Vier Mal für je 2 min mit DMF waschen 
7 Freie Aminogruppen mit 0,01 % Bromphenolblau anfärben (2 min) 
8 Zwei Mal für je 2 min mit Ethanol waschen 
9 Streifen trocknen 
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Inkubationen mit MIF und N-terminalen Peptiden 
Die Streifen wurde generell wie ein Western Blot behandelt. Nach Erhalt wurden sie 
zunächst mit 5 % BSA in TBS-T für 1 h bei RT blockiert. Nach dreimaligem Waschen 
mit TBS-T wurden sie entweder mit 1 µM Biotin-MIF bzw. Biotin-R12A-D45A-MIF 
(Abschnitt 5.2.8) oder 1 µM Biotin-CXCR2- bzw. Biotin-CXCR4-N-Terminus über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. Die nichtgebundenen Peptide wurden durch drei 
Waschschritte mit TBS-T entfernt und die Streifen anschließend mit Streptavidin-
gekoppelter Meerettichperoxidase für 1 h bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte mit 
dem ECL-System über den LAS 3000 Image Reader. 
5.2.10 PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD 
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford [170]. Dazu wurde 
die Reaktionslösung der Firma BioRad (München) verwendet, welche jeweils frisch 1:5 
mit ddH2O verdünnt wurde. Zu 980 μl 1 x Bradford-Lösung wurden 20 μl Probenlösung 
pipettiert und die Lösung nach Durchmischen für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die Absorption bei 595 nm gegen die entsprechende Referenzlösung gemessen 
und anhand einer Eichkurve die Proteinkonzentration der Probe bestimmt. 
5.3 ZELLKULTURTECHNIK 
5.3.1 ZELLKULTIVIERUNG UND BEHANDLUNG  
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Reinluftwerkbänken der Sicherheitsstufe 2 
durchgeführt. Es wurden ausschließlich sterile Medien, Lösungen und 
Arbeitsmaterialien verwendet. Die Zellkultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 in 
befeuchteten Inkubatoren. Die Kulturmedien für die in dieser Arbeit verwendeten 
Zellen sind in Tabelle 4.9 aufgeführt. Die primären Zellen wurden in den Passagen 4-8 
und Zelllinien bis Passage 30 verwendet. Ab einer Konfluenz von 70-80 % wurden die 
Zellen subkultiviert (passagiert). 
Subkultivierung adhärenter Zellen 
Zum Passagieren wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 
5 ml Calcium/Magnesium-freiem Medium (HEK) bzw. 5 ml Accutase (HAoEC, CHO-
ICAM-1) pro T-75 Zellkulturflasche abgelöst. Die Zellen wurden gezählt und bei 
1250 rpm (Hermle Z400K/22108V01) für fünf Minuten bei RT pelletiert. Das Zellpellet 
wurde in frischem Medium aufgenommen und in Zellkulturflaschen ausgesät. Dabei 
wurden von den HEK-Zellen und den CHO-ICAM-1-Zellen 1/10 der Zellen verwendet 
und von den HAoEC/HAECs wurden 5000-10000 Zellen pro cm
2
 eingesetzt. Bei allen 
Versuchsdurchführungen wurde darauf geachtet, dass die Zellkonfluenz unter 80 % 
betrug. 
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Subkultivierung von Suspensionszellen 
Die Zellen wurden gezählt und bei 1250 rpm (Hermle Z400K/22108V01) für fünf 
Minuten bei RT pelletiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und 
mit einer Konzentration von 100000 Zellen/ml (L1.2) bis 300000/ml (MM6, THP-1) 
wieder ausgesät. Bei den MM6 und THP-1-Zellen in Kultur wurde darauf geachtet, dass 
die Zellzahl 1 Mio/ml nicht überstieg. 
5.3.2 ZELLZÄHLUNG  
Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer der Abmessung 0,05 cm x 0,05 cm 
x 0,100 cm (Höhe x Breite x Tiefe) bestimmt. Die Anzahl (n) der Zellen wurde in 4 x 
16 Quadraten unter dem Durchlichtmikroskop ausgezählt. Die Zellzahl pro ml Medium 
wurde mit der folgenden Formel berechnet: 
 
5.3.3 TRANSIENTE TRANSFEKTION  
Die transiente Transfektion bezeichnet ein Verfahren, bei dem zeitweilig ein Plasmid in 
eine Wirtszelle eingebracht, aber nicht ins Genom eingebaut wird. Zur transienten 
Transfektion der L1.2-Zellen wurden die Zellen mittels des Amaxa Nucleofector Device 
unter Verwendung des Nucleofector Kit V elektroporiert. Hierzu wurden 2 Mio Zellen 
mit 2 µg DNA versetzt und nach Herstellerangaben verfahren. Transfektionseffizienzen 
wurden durch Kotransfektion mit 1/10 der DNA-Menge an pEGFP-N3 und 
anschließender Fluoreszenzmikroskopie überprüft. Mit dem Programm C16 konnte eine 
Transfektionsrate von 45 % erreicht werden. Die Expressionsdauer variierte je nach 
Plasmid zwischen 24 h und 48 h. Die Selektion der Zellen erfolgte über die Gabe eines 
Antibiotikums, dessen jeweilige Resistenz auf dem Plasmid vorhanden war. 24 h nach 
der Transfektion wurde mit der Selektion begonnen und für 24-48 h das Antibiotikum in 
das Kulturmedium gegeben. 
5.3.4 HERSTELLEN VON ZELLLYSATEN 
Um Zelllysate für die SDS-PAGE herzustellen, wurden adhärente Zellen, nachdem sie 
mit PBS gewaschen wurden, direkt mit SDS-Probenpuffer (Tabelle 5.8) versetzt. 
Suspensionszellen wurden erst pelletiert und anschließend im Probenpuffer 
resuspendiert. Die Proben wurden zur Scherung der DNA mit Ultraschall behandelt und 
bei 95 °C für 5 Minuten hitzedenaturiert. Die Lysate wurden sofort verwendet oder bei 
-20 °C gelagert. 
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5.3.5 KRYOKONSERVIERUNG VON ZELLEN 
Eine längere Erhaltung von Zellen wurde durch Kryokonservierung gewährleistet. Dazu 
wurden die Zellen in ihrem jeweiligen Kulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO 
bei einer Konzentration von 2-5 Mio Zellen/ml resuspendiert. Die HAoECs wurden in 
CryoSFM (Promocell, Heidelberg) mit der Konzentration 1 Mio Zellen/ml 
aufgenommen. Es wurde je 1 ml Zellsupsension in ein Kryoröhrchen pipettiert und 
diese mit Zellstoff umwickelt und in einer Styroporbox für 24 h bei -80 °C eingefroren. 
Daran schloss sich die Lagerung bei -152 °C an. 
Zum Auftauen der Zellen wurde ein Kryoröhrchen für einige Minuten in das auf 37 °C 
erwärmte Wasserbad getaucht, bis die Zellsuspension beinahe aufgetaut war. Die Zellen 
wurden in 10 ml vorgewärmten Kulturmedium überführt. Mit Ausnahme der primären 
Zellen, die direkt in die Zellkulturflasche ausgesät werden konnten, wurden die Zellen 
für 5 min bei 1250 rpm (Hermle Z400K/22108V01) zentrifugiert. Sie wurden in 
frischem Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche kultiviert. Nach 24 h 
wurde das Medium gewechselt. 
5.4 FLUORESZENZBASIERTE METHODEN 
5.4.1 FACS 
Die FACS- (fluorescence activated cell sorting) Analyse oder fluoreszenzbasierte 
Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit verwendet, um Zellen auf die 
Oberflächenexpression von endogenen bzw. nach transienter Transfektion überexpri-
mierten Rezeptorproteinen zu untersuchen. Das Verfahren beruht auf der Interpretation 
emittierter optischer Signale seitens der Zelle, nachdem diese einen Laserstrahl passiert 
hat. Aufgrund der emittierten Fluoreszenzimpulse und des Streulichts, welches von der 
Zellgröße (forward scatter, FCS) und deren Granularität (side scatter, SSC) abhängig 
ist, sind Rückschlüsse auf unterschiedliche Eigenschaften der Zellen möglich. Neben 
dem gestreuten Licht können auch Fluoreszenzen gemessen werden. Durch den Einsatz 
fluoreszenzmarkierter Antikörper, die gegen die hier zu untersuchenden Proteine 
gerichtet sind, und Verwendung verschiedener Laser und Filter können Zellen auf die 
Expression ihrer Oberflächenproteine untersucht werden.  
Es wurden 300.000 Zellen/Ansatz bei 200 x g (Zentrifuge 5417 R, Eppendorf) pelletiert 
und einmal in 1 ml FACS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen gemäß 
Tabelle 4.10 mit der geeigneten Verdünnung des fluoreszenzmarkierten Erstantikörpers 
in FACS-Puffer für 35 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml 
FACS-Puffer gewaschen und anschließend in 500 µl des Puffers resuspendiert und in 
ein FACS-Röhrchen überführt. Bei der Messung am CantoII FACS-Flow Cytometer 
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wurde für jede Probe ein Dot-Plot, der FSC- und SSC-Werte anzeigt und ein 
Histogramm mit der Fluoreszenzintensität generiert.  
Rezeptorinternalisierung 
Um die Internalisierung von CXCR7 mittels FACS-Analyse zu verfolgen, wurden je 
300.000 Zellen pro Ansatz eingesetzt. Sie wurden 48 Stunden nach Transfektion mit 
pcDNA3.1-CXCR7-V5-His (5.3.3) bei 300 x g sedimentiert und in RPMI1650 mit 
0,5 % BSA resuspendiert. Die Inkubation mit unterschiedlichen 200 nM MIF und 200 
nM CXCL12 bzw. 10 µM AMD3100 als Positivkontrolle erfolgte für 5 bzw. 30 min bei 
37°C im Wasserbad. Anschließend wurden die Zellen für 10 min auf Eis abgekühlt und 
anschließend mit je 1 ml Glycinpuffer pro Ansatz gewaschen. Dadurch wurden alle 
Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen an der Zelloberfläche gelöst. Die Zellen wurden 
dreimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen und durch Zentrifugation bei 350 x g 
(4 °C) pelletiert. Die Überstände wurden jeweils verworfen. Anschließend erfolgte die 
Antikörperfärbung und FACS-Analyse wie zuvor beschrieben.  
Tabelle 5.17:  Zusammensetzung des FACS-Puffers sowie des Glycinpuffers 
Bezeichnung Zusammensetzung 
FACS-Puffer 1 x PBS 
 0,5 % (w/v) BSA 
 0,1 % (w/v) Natriumazid 
  
Glycin-Puffer, pH 2,8 50 mM Glycin 
 150 mM NaCl 
5.4.2 CAMP-ASSAY 
Um die Menge an cAMP in Zellen und die Veränderung durch die Aktivierung von G-
Proteinen zu verfolgen, wurde in dieser Arbeit das HitHunter
TM
 cAMP XS+ Kit 
eingesetzt. Dem Prinzip des hier durchgeführten cAMP-Assays liegt die Enzym-
Fragment-Komplementation zugrunde (EFC). Das Enzym β-Galactosidase ist in die 
Fragmente EA (enzyme acceptor) und ED (enzyme donor) geteilt. Durch die 
Reassoziation der beiden Untereinheiten wird wieder ein aktives Enzym gebildet, 
welches die Hydrolyse eines Substrats katalysiert und somit ein messbares Chemilumi-
neszenzsignal erzeugt. In diesem Assay wird ein cAMP-Antikörper eingesetzt, der die 
Fragmentkomplementierung durch Bindung des ED-cAMP-Konjugats inhibiert. Das 
cAMP aus der Zelle konkurriert mit dem Konjugat und wirkt demnach kompetitiv, 
indem es die Antikörperbindestellen besetzt. Je mehr intrazelluläres cAMP produziert 
wird, desto mehr ED-cAMP-Konjugat bleibt ungebunden und umso mehr aktives 
Enzym kann entstehen, wodurch das Chemilumineszenzsignal zunimmt. Die Intensität 
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des gemessenen Signals ist hierbei proportional zum Anstieg der intrazellulären cAMP-
Konzentration. Das Prinzip ist in Abbildung 5.1 dargestellt. 
Der cAMP-Assay wurde in dieser Arbeit mit Suspensionszellen (THP-1) nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Durch die Zugabe von 100 µM Forskolin für 30 min 
bei 37 °C und 5 % CO2 wurde die cAMP-Produktion über die Aktivierung der 
Adenylylzyklase stimuliert. Durch die gleichzeitige Zugabe von IBMX (3-Isobutyl-1-
Methyl-Xanthin), einem Inhibitor der Phosphodiesterase (PDE), wurde der cAMP-
Abbau gehemmt. Es wurden jeweils unbehandelte Zellen, Zellen nach Forskolinzugabe 
und Zellen, die mit Forskolin und dem entsprechenden Chemokin (Rezeptorliganden) 
behandelt wurden, hinsichtlich der Änderungen im intrazellulären cAMP-Spiegel 
analysiert. 
 
 
Abbildung 5.1: Prinzip des HitHunterTM cAMP-Assays: Das Enzym β-Galactosidase ist in die Fragmente 
EA und ED unterteilt. Die Reassoziation der Fragmente wird durch die Bindung des ED-cAMP an einen 
anti-cAMP Antikörper inhibiert. Wenn cAMP in der Zelle produziert wird, verdrängt es das ED-cAMP-
Konjugat von der Antikörperbindestelle und es kann wieder ein aktives Enzym kann gebildet werden. Die 
intrazelluläre cAMP-Konzentration ist dabei proportional zur Chemilumineszenz, die bei dem Umsatz des 
zugegebenen Enzymsubstrats emittiert wird.  
Die Suspensionszellen wurden einmal mit PBS gewaschen, gezählt, bei 1250 U/min 
zentrifugiert und in PBS mit IBMX resuspendiert. 20000 Zellen wurden mit 100 µM 
Forskolin, 0-2 µM MIF und/oder 166 µM MIF-Peptide in einer 96 Well-Platte versetzt 
und für 30 min bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Die Detektion des cAMP wurde nach 
Herstellerangaben durchgeführt und die Chemilumineszenz in einem Plattenleser 
ausgelesen.  
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5.4.3 FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE 
Die Grundlage der Fluroeszenzspektroskopie ist die Absorption elektromagnetischer 
Strahlung, die bei Relaxation des angeregten Moleküls zur Emission eines Lichtquants 
führt. Fluoreszenz steht in Konkurrenz zu strahlungslosen Übergängen und wird durch 
das Emissionsspektrum und der Wellenlänge der maximalen Emission definiert. Zudem 
ist die Fluoreszenz auch von der polaren Umgebung des fluoreszierenden Moleküls 
abhängig und so können auch Konformationsänderungen aufgrund von Ligand/ 
Rezeptor-Interaktionen detektiert werden. 
Für die Interaktionsstudien wurde Alexa488-markiertes MIF mit dem N-Terminus von 
CXCR4 inkubiert. Die Messungen erfolgten in Quarzküvetten (Helma) bei Raum-
temperatur im Bereich von 500-600 nm in Dialysepuffer (Tabelle 5.9). Es wurde eine 
Messreihe von 1:1 bis 1:2000 bei einer festen Alexa488-MIF Konzentration von 10 nM 
durchgeführt. 
5.5 STRUKTURELLE UNTERSUCHUNG VON MIF UND DEN 
MIF-MUTANTEN 
5.5.1 CIRCULARDICHROISMUS (CD)-SPEKTROPOLARIMETRIE  
Circulardichroismus ist eine Form der Spektroskopie, die auf der unterschiedlichen 
Absorption von rechts und links zirkular polarisiertem Licht durch optisch aktive 
Moleküle beruht. Linear polarisiertes Licht setzt sich aus zwei zirkular polarisierten 
Wellen mit entgegengesetzter Drehrichtung um den Ausbreitungsvektor zusammen. 
Trifft dieses linear polarisierte Licht auf ein optisch aktives Molekül, wie z.B. die α-
Helix eines Proteins, so entsteht durch die unterschiedliche Absorption beider Wellen 
elliptisch polarisiertes Licht. Die Elliptizität wird gemessen und liefert Erkenntnisse 
über Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen und anderen chiralen Molekülen. Im 
fernen UV-Bereich werden die Anteile an Sekundärstrukturelementen eines Proteins 
gemessen. Zudem ist es möglich, Konformationsänderung z.B. durch Interaktion mit 
anderen Molekülen oder die Guanidin-induzierte Denaturierung zu verfolgen.  
Circulardichroismus (CD)-Spektren wurden mit einem Aviv Stopped Flow Circular 
Dichroism Spectrometer (Model 202SF) aufgenommen. Es wurden Quarzglasküvetten 
einer Dicke von 0,1 cm oder 1 cm verwendet. Diese wurden vor jeder Messung mit 
ddH2O, 100 % Ethanol und 100 % Methanol gespült und luftgetrocknet. Wenn sich 
dadurch Proteinaggregate nicht entfernen ließen, so wurde die Küvette mindestens 1 h 
bei RT mit 50 % Ameisensäure gereinigt. Anschließend wurden die Waschschritte mit 
Wasser, Methanol und Ethanol wiederholt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte bei 
einer Bandweite von 1 nm, einer Sensitivität von 20 mdeg mit einem Messintervall von 
0,5 nm, bei Raumtemperatur im Bereich von 195-240 nm. Alle Spektren wurden 
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dreimal aufgenommen, gemittelt und um die jeweilige Pufferbasislinie korrigiert. Die 
eingesetzten Proteine wurden zur Messung in der 1 cm Küvette auf eine Endkonzen-
tration von 1 μM und zur Messung in der 0,1 cm Küvette auf 25 µM mit Dialysepuffer 
verdünnt. Um die gleichmäßige Durchströmung des Messraums mit Stickstoff sicherzu-
stellen, wurde nach Einlegen der Küvette in den Messschlitten bis zum Start der 
Messung 5 min gewartet.  
Verfolgen der Konformationsänderung von MIF im Komplex mit Peptiden 
Um zu untersuchen, ob MIF mit dem CXCR2- bzw. CXCR4-N-Terminus interagiert 
und es so zu einer Konformationsänderung der Sekundärstruktur von MIF kommt, 
wurden zunächst die Einzelspektren von 25 µM WT-MIF bzw. R12A-D45A-MIF und 
den Peptiden (25, 50, 75 µM) in CD-Puffer (Tabelle 5.18) aufgenommen. Anschließend 
wurden 25 µM MIF oder MIF-Mutante mit den Peptiden im Verhältnis 1:1, 1:2 und 1:3 
gemischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hinterher wurden die CD-
Spektren gemessen. Alle Spektren wurden von 195-250 nm in 0,1 cm 
Quarzglasküvetten gemessen und auf die Pufferbasislinie korrigiert. Für die 
Auswertung wurde die mathematische Addition der Einzelspektren mit dem 
gemessenen Spektrum der Protein/Rezeptor-Komplexe verglichen. 
Tabelle 5.18: Zusammensetzung des CD-Puffers 
Bezeichnung Zusammensetzung 
CD-Puffer, pH 7,2 50 mM NaCl 
 50 mM NaH2PO4 
5.5.2 GUANIDINIUMHYDROCHLORID-INDUZIERTE DENATURIERUNG 
Die Guanidiniumhydrochlorid-induzierte Denaturierung von Proteinen wurde mittels 
CD-Spektroskopie verfolgt. Dazu wurde die MIF-Stammlösung mit zunehmenden 
Volumina einer 8 M GdnHCl-Stammlösung in Dialysepuffer (Tabelle 5.9) gemischt, so 
dass stets eine MIF-Endkonzentration von 1 μM und eine GdnHCl-Endkonzentrationen 
von 0 M bis 7 M erzielt wurden. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
die CD-Messung in einer 1 cm Quarzküvette durchgeführt. Die Spektren wurden 
jeweils um das Referenzspektrum der entsprechenden GdnHCl-Konzentration 
korrigiert. Die Denaturierungskurven wurden als Änderung der Elliptizität bei 222 nm 
gegen die Guanidinium-Konzentration dargestellt. Auch höhere Konzentrationen als 
3 M GdnHCl beeinflussten die Messung bei dieser Wellenlänge nicht.  
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5.6 ENZYMAKTIVITÄT VON MIF UND DEN MIF-MUTANTEN 
5.6.1 TAUTOMERASE-ASSAY 
Die intrinsische D-Dopachrom-Tautomeraseaktivität von MIF wurde in dieser Arbeit 
zur biochemischen Charakterisierung der MIF-Mutanten eingesetzt. MIF katalysiert die 
Umwandlung des nichtphysiologischen Substrats D-Dopachrom-Methylester zum 
Indolderivat 5,6-Dihydroxyindol-2-Carbonsäure (DHICA). Die Tautomeraseaktivität 
der MIF-Mutanten wurde mit einem für MIF etablierten Assay bestimmt [171]. 
Der D-Dopachrom-Methylester wurde in situ durch die Oxidation von L-3,4-
Dihydroxy-Phenylalanin-Methylester (L-Dopa) mit Natriumperiodat hergestellt. Dazu 
wurde eine 4 mM L-Dopa-Lösung mit demselben Volumen einer 8 mM 
Natriumperiodatlösung versetzt und 5 min bei Raumtemperatur oxidiert. Die Lösung 
wurde anschließend auf Eis gelagert. Katalytische MIF-Aktivitäten wurden in einer 
1 cm Küvette bei RT in einem Cary Bio-1 Spektrophotometer gemessen. Hierzu wurden 
100 µl des D-Dopachromsubstrates in 800 µl Kaliumphosphatpuffer pipettiert und nach 
30 s mit 100 µl MIF bzw. MIF-Mutanten versetzt, so dass die Endkonzentration 100 nM 
betrug. Es wurde die Abnahme der Absorption bei 475 nm durch den Umsatz von D-
Dopachrom-Methylester für 4 min in 15 s Abständen aufgenommen. Als Kontrolle 
wurde der Dialysepuffer des entsprechenden MIFs eingesetzt. 
Tabelle 5.19:  Zusammensetzung des Kaliumphosphatpuffers für den Tautomerase-Assay 
Bezeichnung Zusammensetzung 
25 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0  25 mM K2HPO4 ∙ 3 H2O 
(KxHxPO4) 25 mM KH2PO4 
 0,5 mM EDTA 
5.6.2 OXIDOREDUKTASETEST 
MIF besitzt ebenfalls eine Disulfid-Transhydrogenase-Aktivität. Es katalysiert die 
Reduktion von Disulfiden durch Glutathion (GSH). Bei diesem Test handelt es sich um 
den für Glutaredoxin etablierten HED-Transhydrogenasetest [139]. Glutathion und 
HED (2-Hydroxyethyl-Disulfid) werden durch MIF katalysiert zu oxidiertem 
Glutathion (GSSG) und Ethanthiol umgesetzt. Die zugesetzte Glutathion-Reduktase 
reduziert in der gekoppelten Reaktion das oxidierte Glutathion unter Verbrauch von 
NADPH. Die NADPH-Abnahme im Ansatz wurde bei 340 nm an einem Cary Bio-1 
Spektrophotometer verfolgt. 
Alle verwendeten Lösungen wurden vor der Messung 30 min auf Eis inkubiert. Als 
Referenz dienten 100 mM Tris, pH 8.0. Die Arbeitslösung (Tabelle 5.20) wurde 
unmittelbar vor Durchführung der Messungen angesetzt. Anschließend wurden 450 µl 
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und 30 μl HED (14 mM) gut durchmischt, 25 µg MIF oder MIF-Mutanten in 120 µl 
bzw. das gleiche Volumen Dialysepuffer (Tabelle 5.9) zugesetzt und 10 min bei 37 °C 
inkubiert. Die Endkonzentration von MIF oder der MIF-Mutanten in der Probe betrug 
demnach 3 μM. Die Absorption wurde über 20 min alle 30 s gemessen. Der Bereich 
linearer Absorptionsabnahme (steady state) begann 1-5 min nach Zugabe des Enzyms 
und wurde der Berechnung der Absorptionsänderungen von Kontrolle und MIF 
zugrunde gelegt. Die Aktivität der Mutanten wurde in % des Wildtyps ausgedrückt. 
Tabelle 5.20:  Zusammensetzung der Arbeitslösung für den Oxidoreduktasetest 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Arbeitslösung (2,7 ml) 600 µl Tris (500 mM, pH 8) 
 30 µl NADPH (40 mM) 
 30 µl BSA (10 mg/ml) 
 24 µl EDTA (250 mM, pH 8) 
 18 µl Glutathion-Reduktase (1 mg/ml) 
 15 µl GSHred (200 mM) 
5.7 CXCR2 REZEPTORBINDUNG 
Die direkte Bindung der MIF-Mutanten an den Rezeptor CXCR2 wurde über einen 
Kompetitionsassay mit radioaktiv markiertem CXCL8 ermittelt [20]. MIF kompetiert 
mit dem I
125
CXCL8 um die Bindung an CXCR2 und anschließend wird die 
Gesamtradioaktivität ermittelt. Das I
125
-CXCL8 wurde mit einer spezifischen Aktivität 
von 2000 Ci/mmol gekauft (Amersham Biotechnology, Freiburg) und bei einer 
Konzentration von 4 nM (80 µCi/ml) gelöst. 10000 HEK-CXCR2-Zellen wurden in 24 
Well-Platten ausgesät. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit 
Mangelmedium ohne FCS versetzt. Anschließend wurde sie mit 200 pM des 
radioaktiven Chemokins und MIF oder MIF-Mutanten im Konzentrationsbereich 
0-1 µM versetzt und für 90 min bei 4 °C inkubiert. Wurden MIF-Peptide eingesetzt, so 
erfolgte deren Inkubation zeitgleich mit WT-MIF. Als Positivkontrolle dienten 100 nM 
kaltes CXCL8, welches das radioaktive CXCL8 effektiv vom Rezeptor verdrängen 
konnte. Die HEK-CXCR2-Zellen wurden mit kaltem DMEM-Mangelmedium 
gewaschen und in 0,5 ml einer 0,5 M NaOH-Lösung lysiert. Jedes Well wurde mit 
weiteren 0,5 ml 0,5 M NaOH gespült und die Lösung mit dem jeweiligen Lysat vereint. 
Anschließend wurden 6 ml Szintillations-Lösung (Aquasafe 500 Plus, Zinsser Analytic, 
Frankfurt) hinzugefügt und die Lösung in ein Szintillationsröhrchen überführt. Die 
Radioaktivität wurde an einem Szintillation-Counter von PerkinElmer (Wallac 1409 
DSA) gemessen. Der Wert von untransfizierten HEK-Zellen wurde von allen Werten 
subtrahiert.  
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5.8 BIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER PSEUDO-(E)LR 
MUTANTEN 
5.8.1 STUDIEN ZUR MIF-INDUZIERTEN MONOZYTENREKRUTIERUNG  
Damit Leukozyten aus einem Gefäß an den Entzündungsherd kommen, müssen sie 
durch die Gefäßwand transmigrieren. Chemokinvermittelt rollen sie zunächst und 
adhärieren schließlich am Endothel, bevor sie hindurch migrieren können. Diese 
Situation in einem Gefäß kann in den Ädhäsionsversuchen sowohl in vitro, als auch ex 
vivo und in vivo imitiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden alle drei Arten 
dieses Versuchs durchgeführt, um den MIF- bzw. MIF-Mutanten-induzierten Mono-
zytenarrest und den Einfluss von MIF-Peptiden zu untersuchen.  
Monozytenadhäsion unter Flussbedingungen  
Das Endothel bildeten bei dem in vitro-Ansatz humane aortale Endothelzellen, welche 
in 25 x 10 mm Zellkulturschalen kultiviert wurden. Als Leukozyten wurden 
MonoMac 6-Zellen, eine humane Monozyten/Makrophagen Zelllinie, eingesetzt. Die 
Endothelzellen, wurden für 2 h, bei 37 °C und 5 % CO2 mit 50 ng/ml MIF- oder MIF-
Mutanten bzw. 100 ng/ml CCL5 oder der geeigneten Pufferkontrolle inkubiert. Die zu 
untersuchenden Peptide wurden mit einer Konzentration von 5 µM zeitgleich mit dem 
MIF auf die Endothelzellen gegeben. Zum Färben wurden die Zellen im Kulturmedium 
mit 0,5 µl/ml Zellsuspension Calcein-AM (Stammlösung 1 mg/ml in DMSO) versetzt 
und anschließend für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden danach in HH-
Medium mit 1 Mio Zellen/ml resuspendiert und bis zu ihrer Verwendung im Wasserbad 
bei 37 °C aufbewahrt. Die Flusskammer wurde zusammengesetzt, wobei die Zellkultur-
schale den Boden bildete. Die Endothelzellen wurden zunächst für 5 min mit HH1-
Medium gespült, wobei die Flussgeschwindigkeit 0,2 ml/min betrug, was einem Druck 
von 1.5 dyn/cm
2 
entsprach. Kurz bevor die MonoMac 6-Zellen über das Endothel 
geleitet wurden, wurden sie mit dem gleichen Volumen HH2-Medium versetzt, um eine 
Endkonzentration an Ca
2+
 und Mg
2+
 von 1 mM zu erreichen. Diese Kationen werden 
zur Aktivierung der Integrine benötigt. In Tabelle 5.21 sind die eingesetzten Puffer 
zusammengefasst. 
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Tabelle 5.21:  Zusammensetzung der Puffer, die für die Adhäsionsversuche verwendet wurden. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
HH-Medium 1 x HBSS (ohne Ca
2+
/Mg
2+
) 
 0,5 % BSA oder HSA 
 10 mM Hepes 
  
HH1-Medium HH-Medium + 1 mM CaCl2 und MgCl2 
  
HH2-Medium HH-Medium + 2 mM CaCl2 und MgCl2 
Ex vivo-Perfusion an atherosklerotischen Karotiden von Mif
–/–
/Ldlr
–/–
-Mäusen 
Im ex vivo-Modell wurden statt der Endothelzellen isolierte Karotiden (carotis 
communis) von Mäusen eingesetzt. Dazu wurden Mif  
-/-
/Ldlr
–/–
 Mäuse über 8 Wochen 
mit einer atherogenen Diät bestehend aus 21 % Fett und 0,15 % Cholesterin (Altromin) 
gefüttert, um atherosklerotische Läsionen zu entwickeln. Die ex vivo-Perfusion wurde 
wie zuvor beschrieben durchgeführt [172]. Es wurde ein Katheter in die Karotide 
eingeführt und die Arterie auf den Tisch eines Olympus BX51 Mikroskops mit 20 x 
Immersionsobjektiv (Zeiss, Axiotech) überführt. Sie wurde zunächst mit Bicarbonat-
Puffer und anschließend für 90 min mit 50 ng/ml MIF bzw. den MIF-Mutanten in 
MOPS-PSS Puffer (3-(N-Morpholino)-Propansäure) gepufferter physiologischer 
Salzlösung, MOPS buffered physiological salt solution) gespült. Dazu wurde eine 
Spritzenpumpe (GENIE; Kent Scientific Corporation, Litchfield) verwendet. Es wurden 
MonoMac 6-Zellen mit 0,5 µM Calcein-AM im Kulturmedium für 30 min gefärbt und 
dann in MOPS-PSS resuspendiert. Die gefärbten MonoMac 6-Zellen wurden mit 
4 µl/min für 10 min durch die Karotide geleitet und die Zellen, die sich für mehr als 30 s 
nicht bewegten, über stroboskopische Epifluoreszenz (Drelloscop 250; Drello, 
Mönchengladbach) aufgenommen und anschließend quantifiziert. Die Daten wurden auf 
die adhärenten Monozyten nach WT-MIF-Behandlung normiert. 
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Tabelle 5.22:  Zusammensetzung der in den ex vivo-Perfusions-Studien eingesetzten Puffer 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Bicarbonat-Puffer 125 mM NaCl 
 3 mM KCl 
 1,25 mM NaH2PO4 
 5 mM Na2SO4 
 2,4 mM MgSO4 
 24 mM NaHCO3 
 2,4 mM CaCL2 
 10 mM Glucose 
  
MOPS-PSS, pH 7,5 145 mM NaCl 
 4,7 mM KCl 
 2 mM CaCl2 
 1,2 mM MgSO4 
 1,2 mM NaH2PO4 
 5 mM Glukose 
 2 mM Pyruvat 
 0,02 mM EDTA 
 2 mM MOPS 
 0,5 % (v/v) HSA 
In vivo-Perfusion an atherosklerotischen Karotiden von Mif
–/–
/Ldlr
–/–
-Mäusen 
Auch für die in vivo-Perfusion wurden Mäuse (Mif
–/–
/Ldlr
–/–
) über 6-8 Wochen mit einer 
atherogenen Diät bestehend aus 21 % Fett und 0,15 % Cholesterin (Altromin) gefüttert, 
um atherosklerotische Läsionen zu entwickeln. Anschließend wurden pro Maus 100 µg 
Peptid in 200 µl PBS einmal pro Tag über drei Tage intraperitoneal gespritzt. Zur in 
vivo-Mikroskopie wurden die Tiere betäubt und die linke Karotide präpariert. Die 
Leukozyten wurden durch die Injektion von Rhodamin-6 (100 μl 0,02 %; Molecular 
Probes) gefärbt. Nach 30 min wurden die adhärenten fluoreszenzgefärbten Leukozyten 
in der Karotide unter Verwendung eines Zeiss Axiotech Mikroskops mit einer 100 W 
HBO Quecksilberlampe zur Epi-Illumination (Osram, Eichstätt) analysiert. Die Anzahl 
adhärenter Leukozyten wurden in mindestens 10 verschiedenen Vergrößerungsfeldern 
quantifiziert.  
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5.8.2 CHEMOTAXIS 
Die Chemotaxis ist die Eigenschaft von Zellen in Richtung eines Chemokin-
Konzentrationsgradienten zu migrieren. Es wurde gezeigt, dass MIF die Chemotaxis 
von Leukozyten auslöst [20] und es sollte untersucht werde, ob das auch für die MIF-
Mutanten der Fall war. In dieser Arbeit wurde ein Transwell-System der Firma 
Millipore (MultiScreen MIC) im 96 Well Format mit 5 µM Porengröße verwendet. In 
die untere Platte wurden 150 µl MIF oder MIF-Mutanten mit einer Konzentration von 
0,1–250 ng/ml in RPMI1640 mit 0,5 % BSA pipettiert. Zur Färbung der THP-1-Zellen 
wurden diese mit 0,5 µM Calcein-AM im Kulturmedium versetzt und für 30 min bei 
37 °C gefärbt. Nach Zentrifugation bei 200 x g für 5 min bei Raumtemperatur wurden 
sie in RPMI1640 mit 0,5 % BSA resuspendiert. Die Filter wurden in die untere Platte 
eingesetzt und mit 50 µl Calcein-AM gefärbter THP-1-Zellen (1 Mio/ml) versetzt. Nach 
1,5 h Migration bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Filter entfernt, 100 µl der Zell-
suspension aus der unteren Platte in eine schwarze 96 Well-Platte überführt und die 
Fluoreszenz an einem Victor
2
 Plattenleser quantifiziert. Die Absorption erfolgte bei 485 
nm und die Fluoreszenz wurde bei 535 nm detektiert. 
5.8.3 PERITONITIS 
Es wurde gezeigt, dass intraperitoneal gespritztes MIF zu einer Neutrophileninfiltration 
führt. Dies wurde als weiterer in vivo-Test zur Überprüfung der Mutanten eingesetzt. 
Dazu wurden Wildtyp-C57B/6 Mäuse intraperitoneal mit 200 ng MIF bzw. MIF-
Mutante in PBS und nach Bedarf zusätzlich 200 ng AMD3465 injiziert. Nach 4 h 
wurden die Mäuse getötet und die Neutrophilen durch Spülen mit PBS aus der 
Bauchhöhle gewonnen. Die Anzahl der Gr-1
+
CD115
–
F4/80
– 
Zellen wurde mittels 
FACS-Analyse (Abschnitt 5.4.1) unter Benutzung der konjugierten Antikörper gegen 
CD115, F4/80 und Gr-1 quantifiziert. 
 
 6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 
Das CLF-Chemokin MIF spielt eine entscheidende Rolle bei der atherogenen 
Leukozytenrekrutierung als „non-cognate―-Ligand der Chemokinrezeptoren CXCR2 
und CXCR4. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine nähere molekulare Charakteri-
sierung der MIF/CXCR2- und MIF/CXCR4-Interaktions-interface mit Fokus auf die 
beteiligten MIF-Sequenzbereiche. 
In dieser Dissertation konnten experimentelle Evidenzen erarbeitet werden, die die 
Hypothese untermauern, wonach MIF analog zur IL-8/CXCR2-Interaktion über ein two 
site binding model an CXCR2 bindet. Eine dieser Interaktionsdomänen stellt ein Motiv 
dar, welches in Anlehnung an das ELR-Motiv der CXC-Chemokine als pseudo-(E)LR 
bezeichnet wurde. Dieses setzt sich aus Arg-12 und Asp-45 zusammen, wobei sich die 
Aminosäuren in benachbarten loops des Zytokins befinden und das pseudo-(E)LR 
Motiv erst durch die räumliche Struktur gebildet wird. Durch Mutation des Motivs 
wurde dessen Beteiligung an der MIF/CXCR2-Bindung untersucht. Es wurden drei 
Mutanten generiert, R12A-MIF, D45A-MIF und R12A-D45A-MIF, welche sich wie 
WT-MIF exprimieren und aufreinigen ließen. Die strukturelle Integrität, sowie die 
Bioaktivität der mutierten MIF-Proteine konnte ebenfalls bestätigt werden. CXCR2-
Bindungsstudien ergaben, dass alle drei Mutanten nur noch mit sehr geringer 
Bindungsaffinität an CXCR2 binden und sie waren auch nicht mehr in der Lage, den 
CXCR2-vermittelten Monozytenarrest in vitro zu bewirken. Das pseudo-(E)LR Motiv, 
insbesondere Arg-12, war auch an der Chemotaxis von Monozyten und beim 
Monozytenarrest in ex vivo durchspülten Maus-Karotiden beteiligt, welches durch den 
Aktivitätsverlust der Mutanten in den jeweiligen Versuchen gezeigt wurde. Das pseudo-
(E)LR Motiv von MIF ist demnach maßgeblich an dessen atherogenen Wirkungen 
beteiligt. Mit Hilfe kurzer Peptide der extrazellulären Domänen von CXCR2, welche 
auf eine Membran synthetisiert wurden, konnte die Interaktion des pseudo-(E)LR 
Motivs mit den extrazellulären loops EL2 und EL3 nachgewiesen werden. Diese 
Bindung stellt somit die Site 2-Interaktion des two site binding models in Analogie zu 
IL-8/CXCR2 dar. 
Als zweite Interaktionsdomäne von MIF mit CXCR2 wurde in dieser Arbeit der N-like 
loop identifiziert. Es wurden kurze Peptide dieser flexiblen Region im Bereich der 
Aminosäuren 40-60 synthetisiert und als Kompetitor zu MIF in verschiedenen 
Versuchen eingesetzt. Die Peptide 40-49 und 47-56 erwiesen sich als potente MIF-
Antagonisten und waren in der Lage, die MIF-Wirkung in allen Versuchen zu 
inhibieren. So konnten sie den MIF-induzierten Monozytenarrest im in vitro-Versuch 
blockieren und im Rezeptorkompetitions-Assay die MIF-Wirkung aufheben. Auch die 
MIF-induzierte Reduktion des cAMP-Spiegels über die Aktivierung von Gαi konnte mit 
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den beiden Peptiden signifikant inhibiert werden. Die intraperitoneale Injektion von 
47-56 führte zur signifikanten Reduktion des in vivo-Monozytenarrests in athero-
sklerotischen Maus-Karotiden. Auf der Rezeptorseite konnte mit Hilfe von Circular-
dichroismus-Studien und dem Peptidarray der N-Terminus von CXCR2 als weitere 
MIF-Bindungsstelle identifiziert werden. Demnach findet die Site 1-Interaktion des 
MIF/CXCR2-Komplexes über die Bindung des N-like loops von MIF mit dem 
N-Terminus des Rezeptors über die Aminosäuren 47-56 statt. 
Die genaue Charakterisierung der MIF/CXCR2-Bindungsstellen hat aufgrund der 
proatherogenen Rolle von MIF durchaus therapeutische Relevanz. Das Peptid 47-56 
war in der Lage die atherogene Leukozytenrekrutierung im LDLR
-/-
-Mausmodell zu 
reduzieren und stellt demnach einen guten Ansatz zur Entwicklung von small molecule-
Antagonisten dar. Da sich auch das pseudo-(E)LR Motiv als wichtiges Strukturmerkmal 
der MIF/CXCR2-Wechselwirkung herausgestellt hat, wäre die Kombination der beiden 
identifizierten Stellen zur Generierung eines MIF/CXCR2-Antagonisten ein weiterer 
vielversprechender Ansatz. 
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit ebenfalls die MIF/CXCR4-Interaktion näher 
charakterisiert und es wurden Hinweise gesammelt, dass diese nach dem two site 
binding model ebenfalls über zwei Bindungsstellen verläuft. Es wurde sowohl die 
Interaktion von MIF mit dem N-Terminus von CXCR4 über Circulardichroismus- und 
Fluoreszenzspektroskopie als auch mit dessen EL2 mit Hilfe des Peptidarrays gezeigt. 
Des Weiteren wurden auf der Ligandenseite Hinweise zur Beteiligung von Asp-45 des 
pseudo-(E)LR Motivs und des N-like loops an der MIF/CXCR4-Interaktion gesammelt. 
Die direkten Interaktionsnachweise müssen allerdings noch mittels Rezeptorbindungs-
Versuchen oder durch den Einsatz chimärer Rezeptoren erbracht werden. 
Im dritten Teil der Arbeit wurden Ansätze zur Identifizierung der möglichen 
MIF/CXCR7-Interaktion entwickelt. Es wurde das Gen, welches das humane CXCR7 
kodiert, in einen eukaryotischen Expressionsvektor mit V5- und His-Tag kloniert. Erste 
Rezeptorinternalisierungs-Studien zeigten eine MIF-induzierte CXCR7-Internalisierung 
und deuten demnach auf eine MIF/CXCR7-Interaktion hin. Durch Einsatz des 
klonierten CXCR7-Konstrukts kann die MIF/CXCR7-Wechselwirkung noch über 
weitere Versuche, wie z.B. Koimmunopräzipitationen untersucht werden. Des Weiteren 
sollte der Einsatz von CD-und Fluoreszenz-Spektroskopie weiteren Aufschluss über die 
MIF-Bindung an CXCR7 geben. 
Die Ergebnisse dieser Dissertation stellen einen wichtigen Schritt zur Aufklärung der 
Interaktions-Stellen zwischen MIF und den Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4 
dar. Die molekulare Charakterisierung dieser MIF/CXCR2- und MIF/CXCR4-
Komplexe ist für das weitere Verständnis der proatherogenen Rolle von MIF 
entscheidend und ermöglicht auch die Entwicklung therapeutischer Inhibitoren dieser 
Interaktionen. 
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